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RESUMEN 
 
Una de las contaminaciones que más preocupan a los gobiernos y 
organizaciones vinculadas al monitoreo del ambiente es la relacionada con los 
metales pesados (MP). Entre estos elementos se encuentran el Cu, Fe, Mn, Ni y 
Zn, que en baja concentración son esenciales para el crecimiento y desarrollo de 
las plantas. Otros MP como el Cd, Pb, Hg y As no solo no son esenciales, sino 
que aún en bajas concentraciones son tóxicos para las plantas. Las plantas 
suelen formar asociaciones con microorganismos del suelo, con los que 
establecen relaciones simbióticas como es el caso de las micorrizas arbusculares. 
En esta asociación la planta aporta esqueletos carbonados para la nutrición del 
hongo, que contribuye aumentando la absorción de agua y nutrientes del suelo, 
además de una mayor tolerancia/resistencia frente a distintos estreses bióticos 
y abióticos. Aunque los metales pesados pueden ser absorbidos por las hifas del 
hongo y ser transportados a la planta, se han descrito casos en que las plantas 
micorrizadas muestran un aumento en la absorción y en el transporte raíz – 
tallo de MP (fitoextracción), mientras que en otros casos, el hongo contribuye a 
la inmovilización de los MP en el suelo (fitoestabilización). En este contexto, el 
objetivo del presente trabajo fue identificar interacciones biológicas tendientes a 
reducir el efecto de concentraciones tóxicas de cobre sobre la germinación y el 
crecimiento de plantas de pimiento (Capsicum annuum).   
Se evaluaron, distintas concentraciones de cobre sobre la germinación y 
el crecimiento de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas  con 
diferentes especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA): 
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices. Se realizaron mediciones 
morfológicas (peso seco, área foliar, altura, número de hojas, longitud de raíz), 
fisiológicas (fotosíntesis, transpiración, conductancia estomática, conductividad 
relativa de membranas celulares), bioquímicas (contenido de clorofila, proteínas 
solubles, prolina,  malondialdehído, actividad de enzimas antioxidantes). 
Además, se evaluó el porcentaje de micorrización y la viabilidad de las 
estructuras fúngicas, y el efecto de los HFMA en la partición del cobre en 
plantas de pimiento micorrizadas y no micorrizadas.   
La germinación no resultó afectada por las concentraciones de cobre 
utilizadas en este trabajo en cambio el crecimiento de las plántulas y 
especialmente el de la raíz fue más sensible. No obstante la inhibición del 
crecimiento de la raíz primaria por efecto del cobre, las plantas continuaron su 
crecimiento debido a que desarrollaron abundantes raíces laterales, 
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modificando la arquitectura de la raíz. Al analizar la expresión de proteínas se 
observaron modificaciones al expresarse proteínas en forma diferencial, con el 
aumento de la concentración del metal, que participarían en los mecanismos de 
toxicidad y tolerancia al cobre.  Se confirmó que el pimiento es una especie 
micotrófica, ya que en ausencia o en bajas concentraciones del metal, presentó 
valores de micorrización de 50% y de 70% con Funneliformis mosseae y 
Rhizophagus intraradices respectivamente, y también se observó que en presencia 
de 1000 µM de cobre la micorrización fue nula con ambos inóculos, lo que 
indica que esta concentración sería el límite de tolerancia para este proceso en 
las condiciones ensayadas. El crecimiento de plantas de pimiento no inoculadas 
o inoculadas mostró una disminución con el aumento de la concentración de 
cobre en el sustrato. Se observó que las plantas inoculadas pudieron soportar 
una concentración mayor de cobre que las no inoculadas y esta concentración 
varió según el parámetro analizado. En general, la inoculación aumentó el 
umbral de tolerancia al cobre. En cuanto a los parámetros fisiológicos también 
se observó que fueron afectados por las concentraciones elevadas del metal. Las 
plantas inoculadas presentaron valores mayores de fotosíntesis, conductancia 
estomática y eficiencia en el uso del agua que las no inoculadas. La presencia de 
cobre disminuyó la micorrización y la viabilidad de las estructuras fúngicas y se 
observó que los hongos F. mosseae y R. intraradices tuvieron un mejor 
comportamiento que los hongos nativos, favoreciendo la respuesta de las 
plantas de pimiento. La evaluación de la partición de cobre en las plantas de 
pimiento, mostró que a bajas concentraciones, el cobre se acumuló 
principalmente en la raíz, al aumentar la concentración del metal se modificó la 
respuesta de las plantas micorrizadas respecto de las no micorrizadas, en las 
primeras se observó mayor acumulación no sólo en la raíz sino también en el 
resto de las fracciones analizadas, lo que indicó mayor traslocación debido a la 
inoculación.  
En base a lo expuesto, se ha podido demostrar el efecto perjudicial del 
cobre, en plantas de pimiento crecidas en condiciones controladas, desde la 
germinación hasta la formación del fruto, mediante el estudio de los procesos 
morfológicos y fisiológicos involucrados. También fue posible concluir que los 
hongos micorrícicos arbusculares, son afectados por la presencia de cobre en el 
suelo y que mediante la simbiosis que establecen con la planta, tienen una 
participación  activa en el aumento de la tolerancia de las plantas al estrés por 
cobre. 
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Introducción 
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Introducción 
 
Suelo: su importancia en el medio ambiente. 
El suelo es una colección de cuerpos naturales tridimensionales que se 
encuentran en la superficie de la corteza terrestre, con la capacidad de mantener 
seres vivos y expresar propiedades como resultado del efecto integrado del 
clima y la vegetación, actuando sobre un material parental, regulado por la 
topografía, durante largos períodos de tiempo (Reyes Jaramillo, 2014). 
En el ámbito de las ciencias naturales, y de un modo genérico, el suelo es 
la “capa superior y/o exterior de la corteza terrestre, la cual es el resultado de 
los efectos combinados del clima, organismos vivos, roca madre, relieve y 
tiempo.” El medio edáfico puede considerarse un sistema abierto y dinámico, 
tanto en el tiempo como en el espacio, a través del cual se producen y regulan 
diferentes flujos de materias y energías. La combinación de sus propiedades 
físicas, químicas y biológicas permite el desarrollo de sus funciones básicas 
(Blum 1990). 
De estas definiciones se desprende que el suelo es el resultado de la 
interacción de la atmósfera, hidrósfera y biósfera, constituyendo la parte más 
dinámica de la superficie de la Tierra. La meteorización química y mecánica de 
las rocas junto con los procesos microbiológicos que allí se desarrollan 
producen el suelo (Loaiza, 2010), que después de un largo período de tiempo de 
meteorización, puede alcanzar su equilibrio (Galán Huertos & Romero Baena, 
2008). La modificación de cualquiera de las variables de este sistema puede 
conducir a la pérdida de este equilibrio y el hombre a través del uso poco 
sustentable es uno de los responsables. Dentro de las principales causas que 
provocan este desequilibrio se encuentran el sobrepastoreo, la fertilización, la 
deforestación y el cambio de uso del suelo, debido principalmente a actividades 
agropecuarias (Lal, 2001). 
Esta modificación negativa del suelo se denomina normalmente 
degradación, la presencia en los suelos de concentraciones nocivas de algunos 
elementos y compuestos químicos, como hidrocarburos policíclicos aromáticos 
y metales pesados, es un tipo especial de degradación que se denomina 
contaminación, y puede ser natural o debida a actividades antropogénicas 
(Galán Huertos & Romero Baena, 2008). Causas naturales pueden ser la 
actividad volcánica, los procesos de formación de los suelos, la erosión de las 
rocas, los terremotos, tsunamis, entre otros, que pueden conducir al aumento de 
estas sustancias en los suelos. Algunos ejemplos de causas antropogénicas son 
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la minería, la combustión de combustibles fósiles, los vertidos, emisiones y/o 
residuos industriales (incineración, depósito), los pesticidas, fertilizantes, etc. 
(Navarro Aviñó et al., 2007). 
El vertido de residuos urbanos e industriales y el uso abusivo de 
fertilizantes y agroquímicos son tamponados por la función amortiguadora (de 
regulación) del suelo. Sin embargo, dicha capacidad no es ilimitada, sino que 
depende de las propiedades físico-químicas de las sustancias introducidas y 
almacenadas, de las propiedades y características edáficas y de las condiciones 
ambientales imperantes en el medio (Felipó & Garau, 1987; Ritchie & Sposito 
1995, Ge et al., 2000). 
Entre las sustancias que se acumulan en el suelo, y que se encuentran 
tanto en vertidos urbanos como industriales, los metales pesados merecen una 
mención especial debido a su persistencia y toxicidad, y constituyen una de las 
contaminaciones que más preocupan a los gobiernos y organizaciones 
vinculadas al monitoreo del ambiente (Zacchini et al., 2009; Yadav, 2010). Se 
considera metales pesados (MP) a un grupo de 53 elementos con peso específico 
mayor de 5 g/cm3  (Holleman & Wiberg, 1985). Entre estos elementos se 
encuentran el Cu, Fe, Mn, Mo, Ni y Zn, que en baja concentración son esenciales 
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Estos elementos actúan como 
cofactores de enzimas de gran importancia biológica, participan de funciones 
catalíticas en reacciones redox (Cu, Fe, Mo), en reacciones ácido-base (Zn y Mn), 
transferencia de electrones (Fe II y Fe III; Cu I y Cu II; Mo IV, Mo V y Mo VI)  y 
en el metabolismo de los ácidos nucleicos (Zenk, 1996; Barán, 1994). Otros MP 
como el Cd, Pb, Hg y As no solo no son esenciales, sino que aún en bajas 
concentraciones son tóxicos para las plantas (Mertz, 1981). Se debe enfatizar que 
el funcionamiento de los organismos vivos requiere un equilibrio entre los 
diferentes elementos esenciales para realizar sus funciones vitales. Esto significa 
que aun un elemento esencial puede transformarse en tóxico, cuando se 
superan ciertos límites de concentración (Barán, 1994). 
Si bien la contaminación con MP se asocia principalmente a la actividad 
industrial, la actividad agropecuaria a través del uso de fertilizantes y 
plaguicidas, introduce en el ambiente cantidades importantes de MP como Zn, 
Mn, Cu y Pb. Los suelos agrícolas en muchas partes del mundo están ligera a 
moderadamente contaminados por metales pesados como Cd, Cu, Zn, Ni, Co, 
Cr, Pb y As (Singh & Agrawal, 2007). Esto se debe al uso continuado de 
fertilizantes, fungicidas, lodos de aguas residuales, residuos industriales y 
prácticas de riego inapropiadas (Tabla 1) (Bell et al., 2001; Schwartz et al., 2001; 
Passariello et al., 2002).  
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Tabla 1. Contenido en metales pesados (mg/kg) en fertilizantes, 
fitosanitarios, lodos de depuradora y enmiendas orgánicas (Colomer & 
Sánchez, 2001; Kabata-Pendias, 2011). 
Metal pesado Fertilizantes 
fosfatados 
Fitosanitarios 
 
Lodos de 
depuradoras 
Enmiendas 
orgánicas 
Cd 0.1 1.38 – 1.94 2 - 1500 0.25 
Pb 9.1 60 33 – 3000 2 
Cu 109 12-50 50 – 3300 113 
Zn 54 1.3 – 25 550 – 4900 680 
Ni 11 0.8 – 14 16 – 5300 6.1 
Co 5 0.2 – 1.9 2 – 260 1.1 
Cr 12 13 20 - 40600 11 
 
Diferentes autores han establecido aumentos de los metales pesados en 
suelos agrícolas debido a la utilización de estos productos. Así pues, por 
ejemplo, Giuffréde López Carnelo et al. (1997) y Nicholson et al. (2003) 
determinaron elevados contenidos de metales pesados en suelos agrícolas 
derivados del uso de fertilizantes fosfatados en Argentina e Inglaterra y Gales, 
respectivamente. 
 
Cinturón Hortícola de La Plata (CHLP) 
El Cinturón Hortícola de La Plata está localizado en la periferia de la 
ciudad de La Plata, constituye el área productiva más importante del Cinturón 
Verde Bonaerense con el 46,15% de la superficie total y el 25,15% de la 
superficie hortícola total de la Provincia de Buenos Aires. El 100% de la 
producción hortícola en el Partido de la Plata tiene como destino el consumo en 
fresco, abasteciendo al área metropolitana comprendida por más de 13 millones 
de habitantes (INDEC, 2010).  
La lechuga es el cultivo que ocupa la mayor superficie cultivada, seguido 
por el tomate, el pimiento o ají morrón, alcaucil, acelga y espinaca. La variedad 
de hortalizas cultivadas en este Partido es muy amplia, superando las 30 
especies diferentes, incluyendo entre éstas: apio, berenjena, choclo, chaucha, 
remolacha, zapallito, zapallo, sandía, cebolla, brócoli, hinojo, alcaucil y otras 
verduras de hoja (Garat et al., 2009). 
La región presenta condiciones edafoclimáticas adecuadas para la 
producción de hortalizas, una precipitación media anual de 1009,2 mm en un 
régimen considerado “isohigro”, una temperatura media anual de 
aproximadamente 15,8° C con una estación más fría de 9,8° C y una más cálida 
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de 21,8° C (García, 2012). En el CHLP casi 5.000 hectáreas son destinadas a la 
producción de hortalizas, el 40% o 2.000 hectáreas corresponden a cultivos en 
ambientes protegidos (invernaderos) y el resto está ocupado por cultivos a 
campo. En general, las unidades de producción tienen una superficie media de 
5,1 ha y se llaman "Quintas" (Stavisky, 2010; García, 2012).  
La horticultura, en las últimas décadas, ha modificado radicalmente los 
sistemas de producción a raíz de la incorporación de invernaderos para cultivo 
bajo cubierta, lo que fue acompañado por el riego por goteo, el uso de cultivares 
mejorados e híbridos, fertilizantes y agroquímicos, siendo estos últimos los 
principales responsables de los problemas socio-ambientales de la horticultura 
bonaerense, tal como lo muestra la presencia de residuos químicos en los 
productos cosechados y la contaminación de los suelos y las aguas subterráneas 
(Bocer, 2002; Souza Casadinho & Bocero, 2008).  
 
Efectos tóxicos de los metales pesados. 
La absorción de iones de metales pesados por las raíces de las plantas 
representa una potencial amenaza para la salud humana. La acumulación de 
metales pesados en las plantas que se cultivan para el consumo de la población 
es la principal vía de entrada de los metales pesados en la cadena alimentaria 
humana (McLaughlin et al., 1999). Puschenreiter et al. (1999) después de 
considerar las diversas vías disponibles para reducir la transferencia de MP a la 
cadena alimentaria, concluyen que los suelos urbanos con bajos niveles de 
contaminación de MP pueden ser usados sin riesgos para la horticultura y la 
agricultura, si se toman las debidas precauciones. Sin embargo, Birley y Lock 
(1998) argumentaron que se sabe muy poco sobre el efecto que tiene en la salud 
la ingesta de pequeñas cantidades de MP durante largos períodos de tiempo, 
por lo que es necesario investigar más en el tema. 
 La toxicidad de los MP depende de la concentración, el estado de 
oxidación y la persistencia en el suelo (Barán, 1994). Un elemento que en 
concentraciones muy bajas es indispensable para un ser vivo, en altas 
concentraciones puede resultar tóxico. Sin embargo, la concentración de un 
elemento en el suelo está directamente relacionada con la persistencia del 
mismo, definiéndose a la misma como el tiempo que tarda un contaminante en 
transformarse en una forma no tóxica (Barán, 1994). Una de las características 
más relevantes de los MP es su tendencia a bioacumularse, lo que los 
transforma en peligrosos debido a su efecto sobre los organismos (Navarro 
Aviñó et al., 2007). Sobre la base de lo dicho es evidente que los MP, pueden 
resultar inocuos, subletales (no matan al individuo pero producen daños a nivel 
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genético o fisiológico) o letales. La causa primaria del elevado nivel de 
toxicidad química es que los MP tienen afinidad con moléculas orgánicas a las 
que se unen estrechamente, a través de grupos sulfidrilo, radicales amino, 
fosfato, carboxilo e hidroxilo (Clemens, 2001). A través de estas uniones 
ligando-metal alteran las funciones biológicas, sobre todo cuando los ligandos 
cumplen funciones biológicas esenciales. Entre los principales daños que 
pueden causar los MP se pueden mencionar: 
1) Inhibición de la actividad de las proteínas por alteración de la 
estructura de las mismas, 
2) Desplazamiento de elementos esenciales para el metabolismo 
generando deficiencias,  
3) Acción catalítica sobre los sistemas enzimáticos que generan 
moléculas ROS (Reactive Oxigen Species) e inducen el estrés 
oxidativo. 
 
El estrés oxidativo provoca: 
 Inactivación de proteínas y enzimas, fundamentalmente por la oxidación de 
los grupos sulfidrilo, y la formación de puentes disulfuro que provocan 
cambios conformacionales en las proteínas (Yadav, 2010).  
 Peroxidación de lípidos de membranas, conduciendo esto a la ruptura y con 
ello a la aparición de subproductos de las cadenas hidrocarbonadas. El 
malondialdehído (MDA), uno de los productos de la descomposición de los 
ácidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares es utilizado 
habitualmente como indicador de estrés oxidativo  (Demiral & Türkan, 
2005). 
 Oxidación de las cadenas de ADN, que pueden resultar en alteraciones 
como mutaciones, aberraciones cromosómicas, alteraciones en la síntesis y 
reparación de ácidos nucleicos y transformaciones celulares (Yadav, 2010). 
 
Sin embargo, las plantas han desarrollado mecanismos para morigerar los 
efectos adversos de los metales pesados, usando diferentes estrategias. Algunas 
especies vegetales adoptan estrategias de exclusión para evitar la absorción 
excesiva y el posterior transporte de los iones metálicos. Estas plantas 
usualmente acumulan concentraciones relativamente bajas de metales en sus 
tejidos aunque crezcan en suelos altamente contaminados (Wei et al., 2008). Las 
raíces de algunas especies secretan compuestos orgánicos que pueden ligar los 
metales pesados y reducir la absorción de las células radicales (Hall, 2002). 
Otras plantas pueden retener los metales en las paredes celulares (Neumann et 
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al., 1995; Lou et al., 2004; Konno et al., 2005), reduciendo así su traslocación a la 
parte aérea. Por el contrario, algunas raíces pueden absorber cantidades 
elevadas de metales y transportarlos a los tallos, los iones metálicos son 
detoxificados por compartimentalización vacuolar o acomplejados con ligandos 
orgánicos, como ácidos orgánicos, aminoácidos y péptidos, los cuales pueden 
reducir la toxicidad (Clemens 2001; Hall, 2002). Existe abundante bibliografía 
que describe la producción de tioles de bajo peso molecular, ante situaciones de 
estrés por MP,  que muestran gran afinidad por estos metales tóxicos (Bricker et 
al., 2001; Freeman et al., 2004; Yadav, 2010). Los más importantes tioles son 
glutatión (GSH) y cisteína, la síntesis de GSH es catalizada por dos enzimas 
dependientes de ATP, γ-glutamylcisteina sintetasa (GSH1) y glutation sintetasa 
(GSH2). La glutatión reductasa (GR) tiene un rol central en el mantenimiento 
del pool de glutatión reducido durante el estrés (Pastori et al., 2000). El aumento 
en la actividad de la GR y de su expresión génica no se requiere únicamente 
para la eliminación de las moléculas ROS, sino que también está implicado en el 
mantenimiento de altas concentraciones de GSH para el ajuste en las reacciones 
redox celulares (Pastori et al., 2000). 
El GSH es un sustrato para la síntesis de fitoquelatinas (PC) que son 
fundamentales para la detoxificación de MP, especialmente cadmio y níquel 
(Freeman et al., 2004). Las fitoquelatinas son moléculas pequeñas ricas en 
cisteína, que están presentes no solamente en plantas sino también en hongos y 
otros organismos (Grill et al., 1985; Gekeler et al., 1988; Piechalak et al., 2002). 
Forman complejos con los iones metálicos tóxicos y así los transportan a las 
vacuolas, protegiendo de esta forma a las plantas de los efectos deletéreos de 
los metales pesados (Salt & Rauser, 1995). Las metalotioneinas (MT) son 
proteínas de bajo peso molecular ricas en cisteína que estarían involucradas en 
la homeostasis y tolerancia al cobre (Van Hoof et al., 2001; Roosens et al., 2004; 
Jack et al., 2007). El análisis de la expresión de genes activados en presencia de 
MP, como los que codifican la glutatión reductasa, metalotioneinas o 
fitoquelatinas, permiten explicar la función de estos compuestos en la tolerancia 
de las plantas a MP; la actividad diferencial de las enzimas involucradas en el 
estrés por metales pesados pueden ser claves para generar resistencia o 
tolerancia en las plantas (Yannarelli et al., 2007). 
 
Importancia del cobre en las plantas. 
El cobre es absorbido como catión divalente (Cu2+) en suelos aireados o 
como ion cuproso (Cu+) en suelos pobres en oxígeno o inundados. La forma 
divalente forma quelatos fácilmente con varios componentes del suelo y lo 
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mismo sucede en soluciones nutritivas, lo que se debe controlar para evitar 
toxicidad (Azcón-Bieto & Talón, 2000). 
El cobre es considerado un micronutriente esencial para las plantas y 
juega un rol importante en la asimilación de CO2 y la síntesis de ATP. Es un 
componente esencial de varias proteínas como la plastocianina que interviene 
en el sistema fotosintético y enzimas como la citocromo oxidasa involucrada en 
la cadena transportadora de electrones en las crestas mitocondriales, en la 
respiración (Yadav, 2010). El cobre está asociado con enzimas involucradas en 
reacciones redox (Cu+1 / Cu+2), como es el caso de la plastocianina, una proteína 
cloroplástica involucrada en el transporte electrónico de la fotosíntesis entre el 
fotosistema II y el fotosistema I. Por otra parte, es el componente del complejo 
enzimático fenolasa, que oxida fenoles y se relaciona con la biosíntesis de 
lignina, ya que forma algunos de sus precursores (Azcón-Bieto & Talón, 2000). 
El receptor de etileno ETR1, una proteína transmembranal, requiere la unión de 
cobre para su funcionamiento (Rodríguez et al., 1999). Junto con el zinc es un 
cofactor de dos de las siete superóxido dismutasas (CDS1, CDS2) descritas en 
Arabidopsis; mientras que CDS1 es activa en el citosol, CDS2 lo es en el estroma 
del cloroplasto (Bowler et al., 1992). 
Rara vez las plantas presentan deficiencias de cobre, principalmente 
debido a que éste se encuentra disponible en baja concentración en la mayoría 
de los suelos. En consecuencia, sólo a través de experimentos con soluciones 
nutritivas y en condiciones controladas, podemos conocer los resultados de la 
deficiencia (Azcón-Bieto & Talón, 2000). El síntoma inicial de una deficiencia de 
cobre es la producción de hojas de color verde oscuro, las cuales pueden 
presentar manchas necróticas. Estas manchas aparecen primero en la punta de 
las hojas jóvenes y luego se extienden hacia la base y los márgenes.  Las hojas 
pueden enroscarse o presentar malformaciones y en caso de deficiencias 
extremas pueden abscisionar prematuramente (Taiz & Zeiger, 2006). 
 Por el contrario, el exceso de cobre puede producir efectos tóxicos sobre 
las plantas, inhibir el crecimiento de la parte aérea y de la raíz, causar clorosis 
de hojas e incrementar la liberación de electrolitos de las células por daño a las 
membranas celulares (De Vos et al., 1989; Lidon & Henriques, 1992; Murphy & 
Taiz 1997; Shen et al., 1998; Murphy et al., 1999).  
 La sensibilidad de las plantas a los metales no depende solamente de la 
concentración del elemento, sino también del estado de desarrollo de la planta 
al ser expuesta al mismo (Liu et al., 2005). La germinación de las semillas y el 
desarrollo de las plántulas son procesos fisiológicos complejos, altamente 
sensibles a la contaminación por metales pesados que están regulados por la 
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interacción de varias hormonas y factores ambientales (Iglesias & Babiano, 
1996). Se han identificado cerca de 25 proteínas expresadas diferencialmente en 
respuesta al estrés por exceso de cobre en el medio, durante la germinación. La 
mayoría de estas proteínas están involucradas en sistemas antioxidantes o de 
regulación del estrés y podrían participar juntas para establecer una nueva 
homeostasis en respuesta al cobre y a otros metales pesados (Ahsam et al., 
2007).  
El crecimiento de las plántulas también es afectado por concentraciones 
elevadas de cobre, el crecimiento de la raíz es más afectado que el de la parte 
aérea e incluso puede inhibirse (Chen et al., 2000). Esto no significa 
necesariamente que la raíz sea más sensible a las altas concentraciones de cobre 
sino que es el sitio preferencial de acumulación. En ambientes contaminados, 
las raíces son la zona primaria de contacto con los contaminantes del suelo. La 
capacidad de la raíz para acumular iones Cu en lugar de traslocarlo a la parte 
aérea se observó en condiciones de baja y alta concentración del elemento 
(Kabata-Pendias, 2001; Fuentes et al., 2007). 
El efecto de la toxicidad del cobre es en gran parte sobre el crecimiento y 
la morfología de la raíz, porque tiende a acumularse en la raíz con baja 
traslocación a la parte aérea (Marschner, 1995). El crecimiento de la raíz 
primaria se inhibe gradualmente conforme se aumenta la concentración del 
metal. Según Martínez Trujillo et al. (2009) en Arabidopsis, a pesar de la 
inhibición del crecimiento de la raíz primaria por efecto del cobre, las plantas 
continúan su crecimiento debido a que desarrollan abundantes raíces laterales, 
modificando la arquitectura de la raíz. Esta estrategia posiblemente le permite a 
la planta aumentar la superficie del sistema radical y sobrellevar la presencia de 
los metales. En Arabidopsis se correlacionó la inhibición del crecimiento de la 
raíz primaria con la disminución de la actividad mitótica, esto implica que las 
células se empiezan a expandir en una zona más cercana al ápice y pierden su 
capacidad mitótica (Martínez Trujillo et al., 2009). 
 
El cobre, si bien es un elemento esencial puede ser tóxico para el hombre. 
 
El cobre es un elemento esencial para el hombre, el organismo humano 
contiene aproximadamente 70 a 80 mg de cobre (Gibson, 2005), aunque este 
contenido depende del género y la edad (Lockitch et al., 1988; Kouremenou-
Dona et al., 2006). Con la edad se observaron diferencias significativas en la 
concentración de ceruloplasmina, principal enzima transportadora de cobre en 
la sangre (Ghayour-Mobarhan et al., 2005). Según algunos autores, las 
diferencias demográficas en el contenido de cobre son debidas a variaciones en 
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el contenido del metal en el suelo y /o en los hábitos alimentarios de la 
población (Angelova et al., 2011). El cobre interviene en el desarrollo de los 
huesos y del tejido elástico, en el funcionamiento del sistema nervioso central y 
en la síntesis de hemoglobina. Dada la gran distribución de este elemento, es 
prácticamente imposible disponer de dietas con contenidos menores a esta 
cantidad. Entre los alimentos más ricos en cobre se encuentran las ostras, 
hígado, setas, nueces y chocolate (OMS, 1986). El agua potable contiene 
generalmente 0,1 mg/L, considerando esta concentración como típica, podría 
contribuir con el 6 al 10% de las necesidades diarias de cobre.  
En general, la mayor concentración de cobre se encuentra en el hígado, el 
cerebro, pulmón, riñón y ovarios. El hígado es el centro del metabolismo del 
cobre, así como lo es también de otros elementos. Allí se genera la 
ceruloplasmina, la cupoproteína que abunda en el plasma. Un efecto específico 
de la deficiencia de cobre son las anomalías óseas, causadas por deficiencias en 
la biomineralización las que responden satisfactoriamente a la suplementación 
de cobre. Por otro lado el exceso o acumulación de cobre en el organismo 
produce una enfermedad denominada “enfermedad de Wilson”, un trastorno 
hereditario que provoca la acumulación del metal en los tejidos y en 
consecuencia daño y muerte tisular, lo cual hace que los órganos afectados 
funcionen en forma defectuosa. Actualmente esta enfermedad es tratada por 
quelatoterapia (Barán, 1994). 
El Comité Mixto FAO/OMS establece la cantidad de 0,5 mg/Kg como 
ingestión máxima diaria admisible, de aquí se desprende la importancia de 
evitar la ingesta de alimentos contaminados con este metal y lograr una dieta 
equilibrada.  
 
Importancia de las micorrizas arbusculares. 
La actividad microbiana del suelo influye sobre las características físicas, 
químicas y biológicas, las cuales determinan la fertilidad de los agroecosistemas  
(Guerra Sierra, 2008). Los microorganismos benéficos entre los que se destacan 
los hongos formadores de micorrizas, los microorganismos fijadores de 
nitrógeno y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) ejercen 
un papel fundamental sobre el crecimiento vegetal y la calidad del suelo 
(Azcón, 2000). 
Las micorrizas arbusculares constituyen una asociación simbiótica entre 
las raíces de la mayoría de las plantas terrestres y hongos del Phylum 
Glomeromycota (Smith & Read, 1997). La importancia ecológica de las 
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micorrizas arbusculares está avalada por su presencia en más del 95% de las 
especies vegetales. Entre las plantas que forman este tipo de asociaciones se 
encuentran la mayoría de las leguminosas herbáceas y muchas leñosas, los 
cereales, los frutales y la gran mayoría de los cultivos hortícolas (Quilambo, 
2003, Ruscitti et al., 2011; Beltrano et al., 2013a; Beltrano et al., 2013b). En esta 
asociación la planta aporta esqueletos carbonados para la nutrición del hongo, y 
el hongo contribuye aumentando la absorción de agua y nutrientes del suelo 
(Gange et al., 1999), jugando un papel clave en el reciclaje de nutrientes en el 
ecosistema (Smith & Read, 1997). Si bien se han demostrado efectos positivos en 
la absorción de nutrientes, el elemento más estudiado es el fósforo, para el cual 
las micorrizas disponen de sistemas específicos (Yao et al., 2003). Esta simbiosis 
ha sido muy exitosa a lo largo de la evolución para la supervivencia de las 
plantas terrestres, y a pesar que se conoce desde hace más de un siglo, solo 
durante las últimas décadas el hombre ha comenzado a utilizarla como 
bioinsumo en las producciones forestales, hortícolas y frutícolas, donde existen 
evidencias de su impacto sobre el desarrollo competitivo y sostenible de los 
sistemas de producción (Ryan & Graham, 2002). 
La colonización micorrícica se inicia cuando germina una espora y la hifa 
germinativa alcanza la superficie de la raíz para formar una estructura llamada 
apresorio, producto de la ramificación y engrosamiento de la pared celular de la 
hifa. Durante la invasión, el hongo penetra las células de la corteza radical y 
forma estructuras llamadas arbúsculos que interactúan con el citoplasma de las 
células del hospedante (Smith & Read, 1997). Estas estructuras fúngicas, 
dicotómicamente ramificadas, incrementan la superficie de contacto entre la 
planta y el hongo y son las encargadas del intercambio bidireccional de 
nutrientes y carbono entre el hongo y la planta (figura 1). Aunque localizado 
físicamente dentro de la célula cortical, el arbúsculo permanece separado del 
citoplasma de la planta por una extensión de membrana plasmática llamada 
membrana periarbuscular. Esta envoltura del arbúsculo también resulta en la 
formación de un nuevo espacio apoplástico entre la membrana periarbuscular y 
el arbúsculo llamado espacio periarbuscular (Harrison et al., 2002).  
La localización espacial y temporal de los arbúsculos se produce en 
respuesta a la estructura o morfología de la raíz y a los procesos fisiológicos 
comunes de las plantas (Bonfante-Fasolo, 1984). Recientemente, se encontró en 
cinco especies diferentes de plantas hospedantes que Glomus intraradices sólo 
forma arbúsculos en las células corticales que están inmediatamente adyacentes 
a la endodermis. La senescencia de la corteza y la formación de una exodermis 
con suberina pueden limitar la colonización en raíces maduras. La maduración 
de la estructura radical y la pérdida de continuidad del tejido joven podrían 
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explicar que los arbúsculos solo tengan una existencia de aproximadamente 14 
días (Blee & Anderson, 1998).  
Algunos hongos micorrícicos también producen vesículas, estructuras 
que tienen como función el almacenamiento de sustancias especialmente lípidos 
(figura 1). Se forman en los extremos de las hifas inter o intracelularmente a 
medida que progresa la infección (Becard & Pfeffer, 1993). Algunas vesículas 
pueden transformarse en esporas para asegurar la propagación del hongo 
(Nasim, 2010).  
 
 
Figura 1. Micorrizas arbusculares en un corte longitudinal de raíz. 
 
Los hongos micorrícicos arbusculares también interactúan directamente 
con el suelo produciendo hifas extraradicales que pueden extenderse varios 
centímetros en el suelo (Rhodes & Gerdemann, 1975). Las hifas extraradicales 
pueden tener una superficie total de varios órdenes de magnitud mayor que las 
raíces, lo cual incrementa la capacidad de absorción de agua y nutrientes 
(especialmente P y otros nutrientes de baja movilidad en el suelo) (Augé, 2001). 
Las hifas extraradicales juegan un rol importante en la estabilización del suelo a 
través de la formación de agregados. A través del micelio intrarradical el hongo 
recibe los esqueletos carbonados de la planta hospedadora, aportándole a ésta 
nutrientes inorgánicos (figura 2). Este micelio se desarrolla en un ambiente que 
es controlado por la homeostasis de la planta. El micelio extrarradical que se 
desarrolla en el suelo, cumple con la función de absorber agua y nutrientes 
inorgánicos y está expuesto a las variaciones en las condiciones ambientales del 
suelo tales como pH, disponibilidad de nutrientes, humedad, etc. (Marschner & 
Dell, 1994).  
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Figura 2. Ciclo de las micorrizas arbusculares en la planta y en el suelo. 
 
Entre otras ventajas de esta asociación en los sistemas suelo-planta se ha 
estudiado la inducción de una mayor tolerancia/resistencia frente a distintos 
estreses bióticos y abióticos (Snijders, 1994; Dassi et al., 1998; Ruscitti et al., 2011; 
Beltrano et al., 2013b). En general, las plantas micorrizadas son menos sensibles 
a las situaciones de estrés que las no micorrizadas (Beltrano et al., 2003), la 
micorrización disminuyó significativamente el efecto detrimental de la 
salinidad (Ruscitti et al., 2007). Las micorrizas pueden conferir tolerancia a 
patógenos del suelo, ya sea por competencia por los sitios de colonización 
(Linderman, 1992) o por activar mecanismos de defensa en la planta huésped 
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(Cordier et al., 1996). También se ha investigado el incremento de la tolerancia 
de las plantas al estrés hídrico, salino, por deficiencia de nutrientes, exceso de 
metales pesados y sustancias fitotóxicas (Barea et al., 2005; Beltrano & Ronco, 
2008; Kohler et al., 2008; Kaya et al., 2009; Manoharan et al., 2010;  Ruscitti et al., 
2011; Beltrano et al., 2013b). Se ha descrito además que las micorrizas confieren 
tolerancia a pesticidas (Ocampo, 1993), herbicidas (Ocampo & Barea., 1982; 
Beltrano et al., 2013a), o residuos de la industria petrolera (Cabello, 1997).  
La simbiosis con hongos micorrícicos puede afectar la estructura y las 
características químicas y biológicas de los suelos (Tisdall, 1991; Miller & 
Jastrow, 1999). Otros autores sugieren que la modificación que los hongos 
micorrícicos generan al suelo es más importante que la modificación directa que 
hacen sobre las plantas, en términos de los mecanismos involucrados en 
ecosistemas naturales o agrícolas (Bethlenfalvay & Linderman, 1992). En 
particular, como la estructura del suelo afecta sus propiedades de retención de 
humedad parece probable que la simbiosis con micorrizas pueda influir en estas 
propiedades y en consecuencia sobre las relaciones hídricas de las plantas 
creciendo en estos suelos (Augé et al., 2001; Bearden, 2001). 
 
Los hongos micorrícicos en la contaminación por metales pesados. 
La fitorremediación se puede definir como el uso de plantas y 
microorganismos asociados para eliminar los contaminantes del medio 
ambiente (Alvarado et al., 2011). Esta técnica se aplica para la eliminación de 
contaminantes inorgánicos y orgánicos, y en sustratos tanto sólidos como  
líquidos. Las principales ventajas de esta técnica son: se realiza in situ, 
utilizando la planta como bomba extractora o estabilizadora, es decir que es de 
bajo costo y además no depende energéticamente de la planta; es una tecnología 
que se puede utilizar en grandes extensiones; y además cuenta con una gran 
aceptación social (Kabata-Pendias, 2011). Sin embargo, esta técnica tiene 
también ciertas limitaciones, la remediación queda limitada a la profundidad de 
penetración de las raíces y está condicionada por las condiciones climáticas y 
por las propiedades del suelo.  
De acuerdo con Favas et al. (2014), se pueden distinguir diferentes 
estrategias de fitorremediación (figura 3): 
• Fitoestabilización: los contaminantes son retenidos por procesos de 
adsorción a nivel radicular (alrededor de las raíces), de manera que se reduce su 
biodisponibilidad.  
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• Fitoextracción: las plantas absorben el contaminante o metal y lo 
acumulan en sus tejidos. La acumulación suele producirse en las raíces o partes 
aéreas de las plantas.  
• Fitoestimulación: los exudados radiculares se utilizan para promover el 
desarrollo de microorganismos degradadores.  
• Fitodegradación: las plantas captan, almacenan y degradan los 
contaminantes a formas menos tóxicas o no tóxicas. Esta estrategia sólo se 
aplica con compuestos orgánicos.  
• Fitovolatilización: las plantas captan los metales pesados y 
contaminantes y los modifican a formas inocuas o compuestos volátiles, los 
cuales son posteriormente liberados a la atmósfera a través de la transpiración.  
• Rizofiltración: los contaminantes son absorbidos o adsorbidos por las 
raíces de las plantas, donde se acumulan. 
 
 
Figura 3. Modelo conceptual de los principales tipos de fitorremediación (Favas 
et al., 2014) 
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Gaur & Adholeya (2004) y Khan (2005), resaltaron el rol de los hongos 
formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) en la remediación de los 
suelos. Aunque los metales pesados pueden ser absorbidos por las hifas del 
hongo y ser transportados a la planta, se han descrito casos en que las plantas 
micorrizadas muestran un aumento en la absorción y en el transporte raíz – 
tallo de MP (fitoextracción), mientras que en otros casos, el hongo contribuye a 
la inmovilización de los MP en el suelo (fitoestabilización). El resultado de la 
colonización micorrícica sobre la detoxificación de los suelos contaminados 
depende de la combinación planta – hongo – MP y está influenciado por las 
condiciones del suelo (Orlowska et al., 2005). 
El uso de hongos formadores de micorrizas arbusculares en la 
fitorremediación de los suelos demanda una comprensión previa de cómo el 
hongo y/o la simbiosis responde en los suelos contaminados. Las esporas y las 
hifas presimbióticas del hongo, que se desarrollan antes de producirse la 
simbiosis,  son sensibles a los MP (Ruscitti et al., 2011). Los valores de EC50 
(concentración efectiva que reduce al 50% la germinación de las esporas o el 
crecimiento de las hifas) son distintos para cada especie y para cada metal, sin 
embargo sólo se observan síntomas en altas concentraciones de MP (Shalaby, 
2003). La germinación de esporas y el crecimiento de hifas son inhibidos por los 
MP, excepto cuando las esporas provienen de suelos contaminados, debido a 
que han desarrollado cierta resistencia (Del Val et al., 1999). Esta resistencia 
resulta de la plasticidad fenotípica y se pierde cuando una generación se 
desarrolla en ausencia de MP (Shalaby, 2003). Según Gaur & Adholeya (2004), 
una cepa de Glomus clarodium, que se desarrolló en un sitio regado con aguas 
servidas durante un largo período de tiempo toleró altos niveles de MP. Otros 
autores informan que las esporas de hongos tolerantes a MP, colonizaron las 
raíces de las plantas hospedantes a pesar que la cantidad de esporas producidas 
fue baja (Del Val et al., 1999; Jacquot-Plumey et al., 2001). El estudio de los 
efectos del Zn, Pb o Cd sobre la germinación de las esporas y el crecimiento de 
las hifas de los hongos; de dos especies de Glomus, mostraron que G. 
intraradices es más tolerante a estos metales que G. etunicatum (Pawlowska & 
Charvat, 2004). Por otro lado, la combinación de distintos MP llevan a 
interacciones sinérgicas o antagónicas, que incrementan o disminuyen la 
toxicidad del metal. Por ejemplo, el Zn se comporta como antagonista del Pb 
y/o del Cd, mientras que el Pb y el Cd actúan sinérgicamente (Shalaby, 2003).  
 Los hongos formadores de micorrizas arbusculares participan 
principalmente en los siguientes tipos de fitorremediación: 
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Fitoestabilización. 
 La fitoestabilización previene la difusión de los MP en el suelo, por la 
inmovilización que ejercen las raíces y los microorganismos. La inmovilización 
de los MP dentro de la rizófora es el resultado de la precipitación del elemento 
en el suelo, la adsorción a las micelas y/o la absorción y acumulación de los 
metales en las raíces de las plantas o por acción de los microorganismos. Las 
especies vegetales tolerantes a MP con extensos sistemas radicales previenen la 
difusión y además contribuyen a la fitoestabilización (Gaur & Adholeya, 2004).  
 Los HFMA también contribuyen a la inmovilización de los MP en el 
suelo, empleando estrategias similares a las de su hospedante, es decir, 
inmovilizan los MP excretando compuestos como la glomalina, los adsorben a 
las paredes celulares fúngicas o los ligan a quelantes dentro del hongo (Gaur & 
Adholeya, 2004). La glomalina es una glicoproteína producida y liberada por el 
hongo que inmoviliza los MP en el suelo (Gonzalez-Chavez et al., 2004). Al 
existir una correlación entre la cantidad de glomalina en el suelo y la cantidad 
de MP inmovilizados, las especies de hongos que excretan al suelo mas 
glomalina podrían ser las más apropiadas a los fines de la bioestabilización.  
 Por otro lado, la fijación de los MP a la quitina de la pared celular de los 
hongos reduce la concentración de los MP en el suelo. En especies de plantas 
altamente colonizadas por hongos formadores de micorrizas, se encontró que la 
inmovilización del Pb está correlacionada con un incremento en el número de 
vesículas. En forma similar a lo que ocurre en las vacuolas de las plantas, las 
vesículas podrían actuar como grandes depósitos de compuestos tóxicos 
colaborando así con los mecanismos de detoxificación (Alvarado et al., 2011).  
Frecuentemente se ha observado un aumento en la tolerancia a MP de las 
plantas micorrizadas (Gaur & Adholeya, 2004, Ronco et al., 2007). Plantas de 
maíz, alfalfa y centeno micorrizadas con Glomus sp. completaron su ciclo de 
vida en suelos con alta concentración de MP, mientras que las plantas no 
micorrizadas no lo hicieron (Hildebrandt et al., 1999). Plantas de pimiento 
micorrizadas con Glomus mosseae o Glomus intraradices crecieron más, tuvieron 
más clorofila y proteínas en las hojas que las no micorrizadas, al aumentar en el 
suelo la concentración de Cr (Ruscitti et al., 2011). 
Las hifas de los hongos tolerantes a MP tienen más afinidad a los metales 
que las células vegetales, debido a la distinta composición química de las 
paredes celulares (Joner et al., 2000), por eso es probable que los metales queden 
inmovilizados dentro del hongo. Rivera-Becerril et al. (2002) y Medina et al. 
(2005), encontraron que plantas de poroto y trébol micorrizadas inmovilizaron 
el Cd en las paredes celulares del hongo que micorrizaban el sistema radical.  
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Fitoextracción. 
 La fitoextracción es una tecnología reciente y representa la más eficiente 
y atractiva estrategia para “limpiar” suelos contaminados (Kramer, 2005), 
consiste en transferir los MP del suelo a las raíces o partes aéreas de las plantas 
con alta capacidad de almacenamiento. En general, estas plantas se caracterizan  
por la gran producción de biomasa, consecuentemente, la remoción de esas 
grandes cantidades de biomasa conlleva la remoción de MP con la cosecha, que 
se puede utilizar para producir energía o almacenarse como materia seca 
reduciendo así su volumen (Kramer, 2005; Peuke & Rennenberg, 2005).  
 Existen plantas hiperacumuladoras de MP, que almacenan 100 a 1000 
veces más MP que una planta no hiperacumuladora y no presentan síntomas de 
toxicidad (Peuke & Rennenberg, 2005). Un ejemplo es Pteris vittata que aumenta 
la absorción y acumulación de As si previamente fue micorrizada con HFMA 
(Leung et al., 2006). En presencia de altas concentraciones de As (100 mg/Kg 
suelo), las plantas no micorrizadas acumularon 60,4 mg As/Kg, mientras que 
las plantas micorrizadas acumularon 88,1 mg As/Kg, lo que además fue 
acompañado por un aumento en la acumulación de biomasa. Berkheya coddii es 
conocida por su capacidad para extraer Ni del suelo (Salt et al., 1998). Se ha 
encontrado que su biomasa se duplica cuando la misma está colonizada por 
HFMA adaptados a esta situación.  
 Actualmente se hacen grandes esfuerzos para implementar estas nuevas 
tecnologías o combinarlas con las usadas actualmente, de modo de minimizar 
los costos y maximizar la remoción de MP. Pero aún las plantas que no son 
hiperacumuladoras, pero que son tolerantes a MP pueden utilizarse en la 
fitoextracción. Por ejemplo, plantas de tomate micorrizadas aumentaron 30% la 
biomasa de raíz y tallo respecto de los controles no micorrizados, cuando las 
concentraciones de As fueron superiores a 75 mg/Kg suelo (Liu et al., 2005).  
Los MP ingresan a las células vegetales por medio de transportadores 
específicos e inespecíficos que se encuentran en la membrana plasmática. En la 
mayoría de los casos, el aumento en la absorción de MP por las plantas 
micorrizadas estuvo asociado a un aumento en la nutrición fosforada. Los 
HFMA poseen transportadores de P de alta afinidad, como las plantas absorben 
As como AsO3- a través de estos transportadores, es probable que los hongos 
contribuyan a remover el As de los suelos utilizando estos mecanismos (Ouziad 
et al., 2005). 
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El cobre y los hongos micorrícicos. 
Elevada concentración de cobre y otros metales pesados en el suelo 
provocan efectos adversos sobre los microorganismos y los procesos 
microbiológicos (Wu et al., 2010). Entre los microorganismos del suelo, los 
hongos micorrícicos son los únicos que generan una relación directa entre el 
suelo y las raíces y por lo tanto pueden ser de gran importancia en la 
biodisponibilidad de los metales pesados y la toxicidad para las plantas (Leyval 
et al., 1997). La colonización con micorrizas puede incrementar la concentración 
de cobre en los tallos (Gildon & Tinker, 1983; Li et al., 1991), en raíces (Gnekow 
& Marschner, 1989; Kothari et al., 1991) o en ambos (Manjunath & Habte, 1988). 
Según Liao et al. (2003) la capacidad de colonización de distintas especies 
de hongos micorrícicos es afectada por la presencia de cobre en el sustrato, pero 
no eliminada por completo; la producción de esporas varía en función de la 
especie, en Glomus manihotis no se modificó significativamente al aumentar la 
concentración de cobre en el medio hasta 3 mg/l; pero en Acaulospora laevis la 
esporulación fue muy sensible al metal, disminuyendo significativamente a 0,05 
mg/l de cobre. De acuerdo con la importancia de las hifas externas en la 
absorción y transporte de Cu, en las plantas micorrizadas la concentración de 
cobre en los tallos y raíces es comúnmente mayor que en las plantas no 
micorrizadas (Marschner & Dell, 1994). La interacción entre los HFMA y la 
absorción de metales no está muy claro, a mayor concentración algunos 
estudios muestran mayor absorción en las plantas micorrizadas (Gildon & 
Tinker 1983; Killham & Firestone, 1983; Weissenhorn & Leyval, 1995), mientras 
que otros autores encontraron menor concentración en las plantas o en los tallos 
debido a la colonización micorrícica (Schüepp et al., 1987; El-Kherbawy et al., 
1989; Leyval et al., 1991; Weissenhorn et al., 1995).  
La influencia de los HFMA sobre la biodisponibilidad del cobre y otros 
metales podría no ser generalizada (Weissenhorn et al., 1995), sin embargo, la 
colonización podría incrementar la absorción en suelos contaminados, 
limpiando estos sitios al remover los metales a la superficie. Esto sugiere que 
los inoculantes micorrícicos que sean tolerantes a altas concentraciones de 
metales pueden ser considerados en la restauración de suelos contaminados, 
como es el caso de Glomus caledonium quien podría ser un hongo promisorio 
para la remediación de suelos contaminados con cobre (Liao et al., 2003).  
A pesar de las propiedades fungicidas atribuidas al cobre, la colonización 
de las raíces por hongos formadores de micorrizas arbusculares no fue afectada 
significativamente por el agregado de bajas concentraciones de cobre al suelo 
(1,5 mM), lo que sugiere que las raíces proveen un adecuado ambiente que 
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protege al hongo del efecto tóxico del cobre (Malekzadeh et al., 2007). Mientras 
que, con altas concentraciones de cobre (7,5 mM), disminuyó o incluso se 
inhibió la colonización (Malekzadeh et al., 2007, Marques et al., 2007; Andrade 
et al., 2008). Sin embargo otros autores no encontraron una reducción 
significativa en la colonización por efecto de los metales e incluso en algunos 
casos se observó mayor colonización (Hildebrandt et al., 1999). Estas 
variaciones probablemente dependen del hongo micorrícico utilizado, de la 
planta involucrada y de las propiedades del suelo. 
En base a todo lo expuesto, es claro que las plantas micorrizadas 
presentan mayor crecimiento y tolerancia a situaciones de estrés que las plantas 
no micorrizadas, el cobre como otros MP pueden ser traslocados en la planta y 
en caso de tratarse de plantas comestibles como el pimiento, es necesario 
estudiar cómo es el movimiento de los MP  y dónde se acumulan finalmente en 
la planta, considerando que los HFMA podrían modificar la partición de los 
MP.    
En el contexto desarrollado, el presente trabajo se llevó a cabo para 
validar las siguientes hipótesis:  
 
Hipótesis: 
 El exceso de cobre en los suelos afecta la germinación y el crecimiento de 
plantas de pimiento cultivadas. 
 El cobre modifica la actividad de los hongos formadores de micorrizas 
arbusculares (HFMA). 
 El establecimiento de la simbiosis con HFMA reduce el efecto perjudicial 
del exceso de cobre en plantas de pimiento.  
 Los HFMA modifican la partición del cobre en plantas de pimiento. 
 Los HFMA contribuyen a remover el exceso de cobre del suelo. 
 La presencia de altas concentraciones de cobre en el suelo altera el patrón 
proteico en plantas de pimiento micorrizadas y no micorrizadas. 
 El estrés provocado por la presencia de cobre en exceso en el suelo 
modifica la expresión génica de plantas de pimiento micorrizadas y no 
micorrizadas. 
 
Para poner a prueba las hipótesis planteadas, se proponen los siguientes 
objetivos, general y particulares: 
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Objetivo general: 
Identificar interacciones biológicas tendientes a reducir el efecto de 
concentraciones tóxicas de cobre sobre la germinación y el crecimiento de 
plantas de pimiento.  
 
Objetivos particulares: 
 Evaluar la germinación y el crecimiento de plantas de pimiento en 
presencia de distintas concentraciones de cobre y determinar las 
respuestas morfológicas (biomasa de raíz y de parte aérea), fisiológicas 
(eficiencia en el uso del agua, transpiración, fotosíntesis), bioquímicas 
(contenido de clorofila, proteínas solubles, prolina, malondialdehido, 
actividad de enzimas antioxidantes) y moleculares (expresión de 
proteínas y genes diferenciales). 
 
 Evaluar la presencia, viabilidad y actividad de los hongos formadores de 
micorrizas arbusculares sobre plantas de pimiento, en suelos con 
elevadas concentraciones de cobre. 
 
 Cuantificar el efecto de los HFMA en plantas de pimiento cultivadas en 
presencia de elevadas concentraciones de cobre, en base a parámetros 
morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares. 
 
 Evaluar el efecto de los HFMA en la partición del cobre en plantas de 
pimiento micorrizadas y no micorrizadas.   
 
 Determinar el patrón proteico de plantas de pimiento micorrizadas y no 
micorrizadas en presencia de elevadas concentraciones de cobre. 
 
 Evaluar la expresión génica en plantas de pimiento micorrizadas y no 
micorrizadas en presencia de elevadas concentraciones de cobre. 
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CAPITULO II: 
Materiales y métodos 
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El presente trabajo fue realizado en el Instituto de Fisiología Vegetal 
(INFIVE, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP – Consejo Nacional 
de Investigaciones Científicas y Técnicas CONICET), entre los años 2009 y 2016. 
A continuación se presentan los ensayos realizados en este trabajo donde 
se intenta dilucidar, el efecto del cobre sobre la germinación de las semillas de 
pimiento y la dinámica del crecimiento de la raíz en pouches. Luego se estudió 
el efecto del cobre sobre el proceso de micorrización con hongos formadores de 
micorrizas arbusculares y la evaluación de parámetros morfológicos de plantas 
inoculadas y no inoculadas. Luego se evaluaron parámetros fisiológicos en 
condiciones de hidroponía y en suelo. Por otro lado, se estudió la distribución 
del cobre en las plantas de pimiento, tanto no inoculadas o inoculadas. Se 
estudió la aplicación exógena de ácido salicílico en plantas de pimiento y la 
tolerancia al agregado de cobre al suelo. También se analizó la modificación de 
la expresión de genes y proteínas en presencia del metal. Por último, se 
cosecharon semillas de plantas de pimiento que crecieron en presencia de 
distintas concentraciones de cobre y se estudió la germinación y el crecimiento 
de las plántulas. En todos los casos, las concentraciones de cobre ensayadas 
fueron adaptadas según las condiciones del sustrato.  
 
 
1. Efecto del cobre sobre la germinación de semillas de 
pimiento. 
 
Germinación en presencia de cobre.  
El objetivo fue determinar el efecto de distintas concentraciones de cobre 
sobre la germinación y el crecimiento de las plántulas de pimiento. 
- Material vegetal 
Los ensayos se realizaron con semillas de pimiento Capsicum annuum L. 
‘California Wonder 300’. 
 
- Condiciones experimentales 
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con NaClO (10%) 
durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril  y colocadas en cajas de Petri (14 
cm de diámetro), sobre papel de filtro humedecido con agua o las diferentes 
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soluciones de cobre, en estufa de germinación a 28°C y oscuridad. Se utilizaron 
100 semillas por caja y 4 repeticiones (cajas) por tratamiento. 
- Tratamientos realizados 
Los discos de papel de filtro dentro de las cajas de Petri fueron humedecidos 
con 2 ml de agua destilada o de soluciones de distinta concentración de cobre 
en forma de CuSO4.5H2O, quedando determinados los siguientes tratamientos: 
1-Control (agua destilada) 
2-Solución 50 µM de CuSO4.5 H2O 
3-Solución 100 µM de CuSO4.5 H2O 
4-Solución 200 µM de CuSO4.5 H2O 
- Parámetros medidos 
Se determinó periódicamente el porcentaje de germinación y al finalizar el 
ensayo (14 días después), la longitud de la parte aérea y de la raíz. 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. Los datos fueron 
sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD 
al 5% (Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de germinación se 
transformaron previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número 
de repeticiones (n) fue cuatro por tratamiento y 100 semillas por repetición.  
 
Germinación en presencia de cobre y potasio. 
El objetivo fue determinar el efecto de distintas concentraciones de cobre y 
potasio sobre la germinación y el crecimiento de las plántulas de pimiento y 
demostrar que el efecto inhibidor del crecimiento producido por el cobre, no se 
debe a un efecto osmótico sino de toxicidad. 
- Material vegetal 
Los ensayos se realizaron con semillas de pimiento Capsicum annuum L. 
‘California Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con NaClO (10%) 
durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril  y colocadas en cajas de Petri (14 
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cm de diámetro), sobre papel de filtro humedecido con agua o las diferentes 
soluciones de cobre o potasio, en estufa de germinación a 28°C y oscuridad. Se 
utilizaron 100 semillas por caja y 4 repeticiones (cajas) por tratamiento. 
- Tratamientos realizados 
Para descartar el efecto que puede producir el aumento del potencial 
osmótico de la solución sobre la germinación y la elongación de la raíz, y 
evaluar sólo el efecto tóxico del cobre, se sometieron las semillas a soluciones de 
igual concentración de cobre y de potasio.  Los discos de papel de filtro dentro 
de las cajas de Petri fueron humedecidos con 2 ml de agua destilada o de 
soluciones de distinta concentración de cobre en forma de CuSO4.5H2O y de 
potasio en forma de K2SO4, quedando determinados los siguientes tratamientos: 
1-Control (agua destilada) 
2-Solución 50 µM de CuSO4.5 H2O 
3-Solución 100 µM de CuSO4.5 H2O 
4-Solución 200 µM de CuSO4.5 H2O 
5-Solución 50 µM de K2SO4 
6-Solución 100 µM de K2SO4 
7-Solución 200 µM de K2SO4 
 
- Parámetros medidos 
Se determinó periódicamente el porcentaje de germinación y al finalizar el 
ensayo (19 días después), la longitud de la parte aérea y de la raíz y el contenido 
de malondialdehído (MDA) de hoja y de raíz de las plántulas. 
Determinación de MDA: 
La cantidad de MDA en tejidos frescos, se determinó por la reacción con 
el ácido thiobarbitúrico (TBA) descripta por Heath & Packer (1968). Se muelen  
0,25 g de tejido fresco, se agregan 5 ml de TBA 0,5% en 20% de ácido 
tricloroacético (TCA). La mezcla se calienta a 95ºC durante 30 minutos y luego 
se enfría rápidamente en un baño frío. Se centrifuga a 10000 g por 10 minutos, 
se separa el sobrenadante y se lee la absorbancia a 532 y 600 nm en un 
espectrofotómetro Shimadzu UV 160 UV/V. La concentración de MDA se 
calcula usando un coeficiente de extinción molar de 155 mM-1 cm-1: 
Equivalentes de MDA (n.mol.ml-1) = [(A532 - A600) / 155000] 106 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. Los datos fueron 
sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD 
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al 5% (Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de germinación se 
transformaron previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número 
de repeticiones (n) fue cuatro por tratamiento y 100 semillas por repetición.  
 
 
2. Efecto del cobre sobre el crecimiento de la raíz de 
plántulas de pimiento. 
 
Crecimiento de la raíz en pouches, en presencia de cobre. 
Con el objetivo de profundizar el estudio de la inhibición de la elongación 
de la raíz de las plántulas de pimiento se realizó el siguiente ensayo en pouches 
o bolsas de crecimiento. 
- Material vegetal 
Se utilizaron semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California Wonder 
300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con NaClO (10%) 
durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril  y colocadas en cajas de Petri (14 
cm de diámetro), sobre papel de filtro humedecido con agua, en estufa de 
germinación a 28°C y oscuridad. Se utilizaron 100 semillas por caja con 4 
repeticiones. 
- Tratamientos realizados 
Cuando las semillas germinaron, se seleccionaron las más homogéneas y se 
pasaron a las bolsas de crecimiento o pouches (figura 4). En cada pouch se 
colocaron tres semillas germinadas en la parte superior de la bolsa y 20 ml de 
solución nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) con el agregado de 
cobre según corresponda, quedando determinados los siguientes tratamientos: 
1-Control (agua destilada) 
2-Solución 50 µM de CuSO4.5 H2O 
3-Solución 100 µM de CuSO4.5 H2O 
4-Solución 200 µM de CuSO4.5 H2O 
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Figura 4. Bolsa de crecimiento o “pouch” (A). Semillas pregerminadas de 
pimiento, en el momento de colocarlas en los pouches (B). 
 
- Parámetros medidos 
A intervalos de 24 hs se realizaron determinaciones de la longitud de la raíz 
de las plántulas crecidas en los distintos tratamientos.  
Una vez finalizado el ensayo se separaron las raíces de la parte aérea, se 
realizó la extracción de proteínas totales de las raíces y la electroforesis en geles 
con una matriz de poliacrilamida (PAGE–SDS), según el método de Laemmli 
(1970).  
A 
B 
15 cm 
15 cm 
Semilla 
pregerminada 
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La extracción de proteínas se realizó con 1 g de peso fresco de raíz en 2 
ml de la siguiente solución de extracción: 
  
Solución de extracción 
  Glicerol (10 ml) 
  Buffer Tris 1 M pH 6,8 (12,5 ml) 
  Agua destilada (34,1 ml) 
  SDS (4 g) 
  Azul de bromofenol (20 mg) 
Al momento de la extracción se agregó 2-β-mercaptoetanol e inhibidores 
de proteasas (PMSF) (1mM). Las proteínas se sembraron en diferentes 
volúmenes (30 µl, 35 µl y 40 µl) en un gel de poliacrilamida al 12,5%, con la 
siguiente composición: 
 
 Gel separador 
(30 ml) 
Gel espaciador 
 (10 ml) 
Acrilamida/bisacrilamida 12,49 ml 1,33 
Buffer Tris 1 M pH 8,8 11,25 ml --- 
Buffer Tris 1 M pH 6,8 --- 1,25 ml 
Agua destilada 5,80 ml 7,25 ml 
SDS (10%) 0,3 ml 0,1 ml 
APS (10%) 0,15 ml 0,1 ml 
TEMED 9,97 µl 5 µ 
 
Una vez finalizada la corrida electroforética, el gel se reveló con una 
solución colorante en agitación, luego se descartó dicha solución y se añadió la 
solución decolorante, cambiándola periódicamente hasta que el gel no presentó 
fondo azul. Estas soluciones estaban compuestas por: 
 Solución colorante Solución decolorante 
Coomassie Brillant Blue R 250 1 g --- 
metanol 500 ml 200 ml 
Ácido acético 100 ml 70 ml 
Agua destilada 400 ml 730 ml 
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Las corridas electroforéticas se realizaron en una cuba vertical HOEFLER SE 
600 con una fuente de poder EPS 1001. Los geles obtenidos se analizaron y 
cuantificaron por densitometría utilizando programas de análisis de imágenes 
(Syngene Analyzer e Image J). 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. Los datos fueron 
sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD 
al 5% (Statgraphics Centurion). El número de repeticiones (n) fue ocho por 
tratamiento y 3 semillas por repetición.  
 
 
3. Efecto del cobre en la micorrización de plántulas de 
pimiento. 
 
Inoculación en presencia de cobre. 
El objetivo fue determinar la concentración umbral de tolerancia al cobre 
durante el proceso de inoculación, en plantas de pimiento y de trébol (planta 
trampa), con diferentes hongos micorrícicos, considerando que el cobre actúa 
como fungicida. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’ y trébol blanco Trifolium repens L. Se decidió trabajar con trébol 
blanco porque es una de las especies trampa que utilizamos habitualmente para 
multiplicar el inóculo de los diferentes hongos micorrícicos arbusculares. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas de pimiento y trébol fueron desinfectadas superficialmente con 
NaClO (10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en 
terrinas de 40 cm x 15 cm, sobre una mezcla tindalizada de perlita-vermiculita 
(1:1). Se incorporó a un tercio del sustrato 20% de inóculo de Funneliformis 
mosseae (FM), a otro tercio, 20% de Rhizophagus intraradices cepa B1 (RI) y a otro 
tercio 20% de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas condiciones 
experimentales. Las terrinas fueron regadas con solución nutritiva de Hoagland 
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(Hoagland & Arnon, 1950)  y distintas  concentraciones de cobre: 0, 5, 25, 50, 
100, 500 y 1000 µM, en forma de CuSO4.5 H2O. Las terrinas se mantuvieron en 
cámaras de crecimiento (25 +/- 2 ºC, fotoperíodo de 16 horas y 350 µmoles. m-2. 
s-1) durante todo el ensayo. 
Preparación del inóculo: los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) 
que componen los diferentes inóculos utilizados en los ensayos, fueron las 
siguientes especies identificadas taxonómicamente como Glomus intraradices, 
actualmente denominado Rhizophagus intraradices ((Błaszk., Wubet, Renker & 
Buscot) C. Walker & A. Schüßler comb. nov.; Stockinger et al., 2009), 
proveniente del Banco in vitro de Glomeromycota, BRI, Bs. As., Argentina y 
Glomus mosseae aislado SB1, de la Colección del Instituto Spegazzini, UNLP, 
actualmente denominado Funneliformis mosseae ((T.H. Nicolson & Gerd.) C. 
Walker & A. Schuessler 2010). Dicho inóculo se multiplicó en terrinas, 
utilizando como sustrato una mezcla estéril de arena:perlita:vermiculita (1:1:1 
v/v) y trébol blanco (Trifolium repens L.) como planta trampa. Las plantas de 
trébol crecieron en condiciones controladas en cámaras de cultivo. Al cabo de 
tres meses posteriores a la inoculación, se suspendió el riego, dejando secar las 
plantas para luego eliminar la parte aérea. Las raíces se cortaron en fragmentos 
pequeños mezclándolas en forma homogénea con el sustrato y constituyendo el 
inóculo a utilizar en los siguientes experimentos. Este inóculo estaba 
constituido por una mezcla de sustrato, hifas, fragmentos de raíces de trébol 
(Trifolium repens L.) micorrizadas en un 90% y una densidad de esporas de 60 
esporas g-1 de sustrato seco.  
- Tratamientos realizados 
La combinación de las dos especies vegetales, los tres tratamientos de 
micorrización y las distintas concentraciones de cobre, determinó los siguientes 
tratamientos: 
-  Plantas no inoculadas (NI),  
 Pimiento                                    Trébol              
  1 -Cu0: 0 μM Cu                1-Cu0: 0 μM Cu  
  2- Cu5: 5 μ M Cu                       2- Cu5: 5 μM Cu  
  3- Cu10: 10 μM Cu                    3- Cu10: 10 μM Cu  
  4- Cu25: 25 μM Cu                    4- Cu25: 25 μM Cu    
  5- Cu50: 50 μM Cu                    5- Cu50: 50 μM Cu  
  6- Cu100: 100 μM Cu                6- Cu100: 100 μM Cu  
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  7- Cu500: 500 μM Cu                7- Cu500: 500 μM Cu  
  8- Cu1000: 1000 μM Cu           8- Cu1000: 1000 μM Cu  
 
 - Plantas inoculadas con Funneliformis mosseae (FM)   
 Pimiento                                Trébol              
  1 -Cu0: 0 μM Cu               1-Cu0: 0 μM Cu  
  2- Cu5: 5 μ M Cu                      2- Cu5: 5 μM Cu  
  3- Cu10: 10 μM Cu                   3- Cu10: 10 μM Cu  
  4- Cu25: 25 μM Cu                   4- Cu25: 25 μM Cu    
  5- Cu50: 50 μM Cu                   5- Cu50: 50 μM Cu  
  6- Cu100: 100 μM Cu               6- Cu100: 100 μM Cu  
  7- Cu500: 500 μM Cu               7- Cu500: 500 μM Cu  
  8- Cu1000: 1000 μM Cu           8- Cu1000: 1000 μM Cu  
 
- Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices (RI) 
         Pimiento                                  Trébol              
  1 -Cu0: 0 μM Cu              1-Cu0: 0 μM Cu  
  2- Cu5: 5 μ M Cu                      2- Cu5: 5 μM Cu  
  3- Cu10: 10 μM Cu                   3- Cu10: 10 μM Cu  
  4- Cu25: 25 μM Cu                   4- Cu25: 25 μM Cu    
  5- Cu50: 50 μM Cu                   5- Cu50: 50 μM Cu  
  6- Cu100: 100 μM Cu               6- Cu100: 100 μM Cu  
  7- Cu500: 500 μM Cu               7- Cu500: 500 μM Cu  
  8- Cu1000: 1000 μM Cu           8- Cu1000: 1000 μM Cu  
 
 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 52 
 
- Parámetros medidos 
A los 40, 60 y 90 días después de la siembra se determinó el porcentaje de 
micorrización o colonización micorrícica. La cuantificación del grado de 
micorrización y la abundancia relativa de arbúsculos y vesículas, en los 
distintos tratamientos se estimó por observaciones microscópicas, luego de 
clarificar las raíces en KOH al 10% y teñirlas con azul de tripan al 5% (Phillips & 
Hayman, 1970). El porcentaje de raíces colonizadas se determinó  utilizando el 
método de Trouvelot et al. (1986). A los 90 días después de la siembra se 
determinaron los siguientes parámetros de crecimiento: peso seco de la raíz,  
peso seco aéreo,  altura de la plántula y longitud de la raíz. 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 8 
x 3 x 2, con ocho concentraciones de cobre (0; 5; 10; 25; 50; 100; 500 y 1000 µM de 
CuSO4.5 H2O), tres niveles de micorrización (NI; RI; FM) y dos especies 
vegetales (pimiento y trébol). Los datos fueron sometidos a análisis de la 
varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics 
Centurion). Los datos porcentuales de micorrización se transformaron 
previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número de repeticiones 
(n) fue cuatro por tratamiento y 50 plántulas por repetición.  
 
 
4. Efecto del cobre sobre el crecimiento de plantas de 
pimiento no inoculadas o inoculadas. 
 
Evaluación de parámetros morfológicos de plantas de pimiento no inoculadas 
o inoculadas en presencia de cobre.  
El objetivo fue determinar el efecto de las distintas concentraciones de cobre 
sobre el crecimiento de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’ 
- Condiciones experimentales 
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Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en bandejas 
sembradoras o speeldings de 128 celdas, con una mezcla tindalizada de perlita-
vermiculita (1:1). A una bandeja se le incorporó 20% de inóculo de Funneliformis 
mosseae (FM) y a otra 20% de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas 
condiciones experimentales. El inóculo se preparó de la forma que se explicó en 
el ensayo anterior. Las plantas inoculadas y no inoculadas se regaron 
semanalmente con solución completa de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) y 
se cultivaron en el invernáculo durante el tiempo que duró el ensayo en 
condiciones controladas de crecimiento. 
- Tratamientos realizados 
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron el 50% de micorrización se 
iniciaron los tratamientos con el agregado de cobre en forma de CuSO4. 5H2O, 
determinándose los siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (NI)  
Cultivadas con 0; 0,25; 0, 50; 1; 2 y 4 mM de CuSO4.5 H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con F. mosseae (FM) 
Cultivadas con 0; 0,25; 0, 50; 1; 2 y 4 mM de CuSO4.5 H2O. 
 
- Parámetros medidos 
A los 50 días de la adición de la solución de cobre, se midieron los 
siguientes parámetros de crecimiento: 
 Altura, expresada en cm desde el cuello de la planta hasta el 
ápice 
 Número de hojas 
 Longitud de raíz, expresada en cm  
 Área foliar, expresada en cm2, con un medidor de área foliar 
Licor Li-3000. 
 Peso seco aéreo, expresado en g después de secado en estufa a 
80°C 48 hs hasta peso constante 
 Peso seco de raíz, expresado en g después de secado en estufa 
a 80°C 48 hs hasta peso constante 
 Peso seco total, expresado en g después de secado en estufa a 
80°C 48 hs hasta peso constante 
 
- Análisis estadístico 
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El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial 
de 6 x 2, con seis concentraciones de cobre (0; 0,25; 0, 50; 1; 2 y 4 mM de 
CuSO4. 5H2O) y dos niveles de micorrización (NI; FM). Los datos fueron 
sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de 
LSD al 5% (Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de 
micorrización se transformaron previamente en arcoseno para su análisis 
estadístico. El número de repeticiones (n) fue cuatro por tratamiento y 10 
plántulas por repetición.  
 
 
5.  Efecto del cobre sobre la fisiología de plantas de 
pimiento no inoculadas o inoculadas. 
 
Evaluación de parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas en presencia de cobre, en condiciones de 
hidroponía. 
El objetivo fue determinar el efecto de distintas concentraciones de cobre 
sobre parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento no 
inoculadas e inoculadas, crecidas en hidroponia. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en terrinas 
de 30 cm de diámetro, sobre una mezcla tindalizada de tierra-arena (1:1). A una 
terrina se le incorporó 20% de inóculo de Funneliformis mosseae (FM) y a otra  la 
misma cantidad de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas 
condiciones experimentales. El inóculo se preparó de la misma forma que se 
explicó en el ensayo anterior.  
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron 50% de micorrización se 
extrajeron de las terrinas, se lavaron las raíces y se pasaron a condiciones de  
hidroponía en potes de plásticos de 5 litros de capacidad con solución nutritiva 
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de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) (figura 5), una semana después se 
agregaron las distintas soluciones de cobre, según se detalla a continuación. Las 
plantas se cultivaron en el invernáculo durante el tiempo que duró el ensayo en 
condiciones controladas de crecimiento.  
- Tratamientos realizados 
La solución nutritiva de Hoagland se suplementó con distintas 
concentraciones de cobre en forma de CuSO4. 5H2O, quedando definidos los 
siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (NI)  
Cultivadas con 0, 10, 50, 100, 200 y 1000 µM de CuSO4. 5 H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con F. mosseae (FM) 
  Cultivadas con 0, 10, 50, 100, 200 y 1000 µM de CuSO4. 5 H2O. 
 
 
 
Figura 5. Plantas de pimiento en hidroponia, al momento de iniciar los 
tratamientos con las distintas concentraciones de cobre. 
 
- Parámetros medidos  
A las 24 horas de agregar las distintas concentraciones de cobre, se 
determinó el índice mitótico mediante el recuento de células en mitosis de 
ápices radicales.  
Determinación del Índice Mitótico: 
Los ápices de raíces laterales de diez plantas de pimiento por tratamiento 
se colocaron en una caja de Petri sobre papel de filtro embebido en 8-
hidroxiquilonia (0,02% v/v) durante 3 horas. Posteriormente, las raíces se 
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pasaron por tres lavados de agua destilada durante cinco minutos cada uno. 
Luego, el material se fijó colocándolo en tubos con solución de Carnoy (etanol : 
acetato, 3:1), cada dos horas, se realizó el recambio de la solución, en tres 
oportunidades. Finalmente, el material se conservó a 4°C hasta la realización de 
los preparados. En ese momento, las raicillas se llevaron a baños secuenciales 
de agua destilada durante cinco minutos en cada uno, en tres oportunidades, a 
fin de extraer el fijador. A continuación se procedió a realizar la digestión de las 
paredes celulares con HCl (1N) en estufa a 45°C durante 30 minutos. 
Finalmente, los ápices radicales se tiñeron con aceto-orceína durante cinco 
minutos y se montaron en el portaobjeto realizando la técnica de “squash” 
(Sass, 1958). El índice mitótico (IM), expresado como porcentaje, se determinó 
contando el número de células en mitosis sobre el número total de células por 
ápice. Las observaciones se realizaron en un microscopio óptico Carl Zeiss 
Photomicroscope II (Oberkochen, Germany). 
Catorce días después del agregado de cobre a la solución de Hoagland, 
se determinó la conductancia estomática, la resistencia estomática y la 
temperatura de hoja, mediante la utilización de un Porómetro Decagon SC-1. 
Las mediciones se realizaron entre las 16 y las 18 horas, en el sector medio de la 
planta, en la porción media de hojas completamente expandidas y no 
senescentes. También se determinó el Índice de verdor con un medidor SPAD-
502 Minolta, en el tercio medio de la última hoja expandida. 
  A los 30 días, se realizó la determinación de malonildialdehído (MDA), 
conductividad relativa (CR) de hojas y raíces y el patrón proteico de hojas y 
raíces mediante electroforesis desnaturalizante.  
Determinación de conductividad relativa de las membranas celulares de 
hojas y raíces: 
La determinación de la conductividad relativa de las membranas 
celulares de hojas y raíces se realizó a partir de 200 mg de material fresco de 
hojas y raíces, de los distintos tratamientos, según el método de Lutts et al. 
(1996). Inmediatamente después del muestreo, los tejidos se lavaron tres veces 
con agua bidestilada durante 15 segundos, para eliminar los electrolitos 
adheridos a la superficie y aquellos liberados por las heridas producidas por el 
corte. Posteriormente, cada muestra se sumergió en un tubo con 10 ml de agua 
bidestilada donde permanecieron durante cuatro horas a temperatura 
ambiente. Seguido a esto, se determinó la conductividad eléctrica (dS m-1) 
empleando un conductímetro Jenco modelo 3173. Luego, los tubos se taparon y 
se llevaron a autoclave donde se mantuvieron por 20 minutos a una presión de 
una atmósfera y 120 °C, con el objetivo de afectar totalmente la integridad de las 
membranas. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y 
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se volvió a medir la conductividad eléctrica del medio. En base a los datos 
obtenidos, se estimó la conductividad relativa de las membranas celulares a 
partir de la siguiente fórmula: 
CR (%) = (L1 /L2) x 100  
Donde, L1 y L2 son las lecturas de conductividad eléctrica antes y después del 
autoclavado respectivamente. 
Se determinó el área foliar con un medidor de área foliar Li 3000, LICOR, 
Lincoln, NE, USA y el peso seco de las plantas, luego de secar el material en 
estufa a 80°C, hasta peso constante.  
Extracción de proteínas totales de hojas y raíces y electroforesis en geles 
con una matriz de poliacrilamida (PAGE–SDS).  
Para la extracción de proteínas se tomaron 250 mg de muestras de hoja o 
de raíz, para analizar la composición proteica mediante electroforesis 
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS – PAGE), de acuerdo a la 
técnica de Laemmli (1970), como ya fue explicado anteriormente. Esta técnica 
permite separar en forma simultánea distintas fracciones proteicas. El peso 
molecular de las distintas bandas se estimó utilizando un patrón de Peso 
Molecular que contenía bandas de 94 a 20 KDa. Las corridas electroforéticas se 
realizaron en una cuba vertical HOEFLER SE 600 con una fuente de poder EPS 
1001. Los geles obtenidos se analizaron y cuantificaron por densitometría 
utilizando programas de análisis de imágenes (Syngene Analyzer e Image J). 
 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 6  
x 2, con seis concentraciones de cobre (0; 10; 50; 100; 200 y 1000 µM de CuSO4. 
5H2O) y dos niveles de micorrización (NI; FM). Los datos fueron sometidos a 
análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% 
(Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de micorrización se 
transformaron previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número 
de repeticiones (n) fue cuatro por tratamiento y 8 plántulas por repetición.  
 
Evaluación de parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas en presencia de cobre, en suelo. 
El objetivo fue determinar el efecto de distintas concentraciones de cobre 
sobre parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento no 
inoculadas o inoculadas, crecidas en suelo. 
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- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en terrinas 
de 30 cm de diámetro, sobre una mezcla tindalizada de tierra-arena (1:1). A una 
terrina se le incorporó 20% de inóculo de Funneliformis mosseae (FM), a otra 20% 
inóculo de Rhizophagus intraradices (RI) y a otra igual cantidad de inóculo 
inactivado (NI), para generar las mismas condiciones experimentales. El inóculo 
se preparó de la misma forma que se explicó en el ensayo anterior.  
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron 50% de micorrización se 
trasplantaron a macetas de 1,5 Kg de capacidad con una mezcla de suelo arena 
1:1, sin tindalizar; una semana después se agregaron las distintas soluciones de 
cobre, según se detalla abajo. Las plantas se cultivaron en el invernáculo 
durante el tiempo que duró el ensayo en condiciones controladas de 
crecimiento. 
- Tratamientos realizados 
Después del trasplante se agregó el cobre en forma de SO4Cu. 5H2O, 
determinando los siguientes tratamientos: 
A-  Plantas no inoculadas (NI)  
Cultivadas con 0, 2, 4 y 8 mM de CuSO4. 5 H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con Funneliformis mosseae (FM) 
Cultivadas con 0, 2, 4 y 8 mM de CuSO4. 5 H2O. 
 
C- Plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices (RI) 
Cultivadas con 0, 2, 4 y 8 mM de CuSO4. 5 H2O. 
 
- Parámetros medidos 
Cincuenta días después del trasplante, se determinó la colonización 
micorrícica de acuerdo al método de Trouvelot et al. (1986), luego de teñir las 
raíces con azul de Tripán en lactofenol (Phillips & Hayman, 1970). La viabilidad 
de las hifas fue determinada mediante la medición de la actividad de la enzima 
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succinato deshidrogenasa (SDH) (Schaffer & Peterson, 1993). La dependencia 
micorrícica (DM) fue calculada de acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
DM = PS plantas inoculadas - PS plantas no inoculadas x 100 
PS plantas inoculadas 
PS: peso seco 
 
Parámetros de crecimiento: el peso seco se determinó luego de secar el 
material en estufa a 80°C hasta peso constante y el área foliar mediante un 
medidor de área foliar Li 3000 LICOR, Lincoln, NE, USA. 
El contenido de clorofila y carotenoides se determinó sobre un disco de 
hoja de 1 cm de diámetro por planta, fue medido de acuerdo al método de 
Welburn (1994) en un espectrofotómetro Shimadzu UV – 160 (Kyoto, Japón). 
Los resultados fueron expresados como µg de carotenoides ml-1 o µg de 
clorofila ml-1.  
La liberación de electrolitos se determinó de acuerdo al método de Lutts 
et al. (1996).  
Entre los parámetros de intercambio gaseoso se midió fotosíntesis neta (Fn), 
conductancia estomática (Ce) y transpiración (T); en la segunda hoja 
completamente expandida de cada planta usando un analizador de gases 
infrarrojos portátil IRGA (modelo CIRAS-2®, PP Systems). Las mediciones 
fueron hechas con una cubeta estándar (LI 6400-02), entre las 09:00 horas y las 
13:00 horas a través de una secuencia mixta de los tratamientos para reducir el 
sesgo debido a la sincronización. Al momento de la medición,  la temperatura 
promedio de la hoja fue de 25°C, la concentración de CO2 de 360 mol mol-1 y la 
densidad de flujo de fotones 1500 μmol.m-2.s-1. La eficiencia en el uso del agua 
(EUA) se expresó como la relación entre la fotosíntesis neta y la transpiración. 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 
4 x 3, con cuatro concentraciones de cobre (0; 2; 4 y 8 mM de CuSO4. 5H2O) y 
tres niveles de micorrización (NI; FM; RI). Los datos fueron sometidos a análisis 
de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics 
Centurion). Los datos porcentuales de micorrización se transformaron 
previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número de repeticiones 
(n) fue cuatro por tratamiento y 8 plántulas por repetición.  
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6- Efecto de la micorrizacion sobre la partición del cobre 
en plantas de pimiento.  
 
Evaluación de la partición del cobre en plantas no inoculadas o inoculadas, 
determinación de índices de eficiencia  
El objetivo fue evaluar la traslocación de cobre en plantas de pimiento no 
inoculadas e inoculadas y determinar si los hongos micorrícicos arbusculares 
modifican la partición. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en terrinas 
de 30 cm de diámetro, sobre una mezcla tindalizada de tierra-arena (1:1). A una 
terrina se le incorporó 20% de inóculo de Rhizophagus intraradices (RI) y a otra 
igual cantidad de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas condiciones 
experimentales. El inóculo se preparó de la misma forma que se explicó 
anteriormente.  
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron 50% de micorrización se 
trasplantaron a macetas de 10 Kg con una mezcla de tierra : arena (1:1), una 
semana después se agregaron las distintas soluciones de cobre, según se detalla 
abajo. Las plantas se cultivaron en el invernáculo durante el tiempo que duró el 
ensayo en condiciones controladas de crecimiento.  
- Tratamientos realizados 
Las macetas con las plantas micorrizadas y no micorrizadas fueron 
sumergidas durante 24 horas en una solución de CuSO4. 5H2O en distintas 
concentraciones, quedando determinados los siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (NI)  
Cultivadas con 0, 1, 2 y 4 mM de CuSO4.5 H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con R. intraradices (RI) 
    Cultivadas con 0, 1, 2 y 4 mM de CuSO4. 5H2O. 
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- Parámetros medidos 
A los15 días de la aplicación de las soluciones de cobre se recolectó material 
de raíz, tallo, hojas basales, hojas apicales y frutos para determinar el contenido 
de cobre. Las muestras fueron secadas en estufa a 80°C hasta peso constante y 
luego se molieron. La digestión se realizó con una mezcla de HNO3: HClO4 (4:1, 
v/v). La determinación analítica de cobre se realizó por Espectrofotometría de 
Absorción Atómica por aspiración directa en llama de acetileno en un equipo 
Varian Spectr AA 300.  
Con los datos obtenidos de contenido de cobre en los diferentes tejidos se 
determinaron los siguientes índices: 
a- Índice de eficiencia de absorción (UE): fue determinado como 
la relación entre el cobre absorbido por la planta y el peso seco 
de la raíz (μg g-1). 
 
b- Índice de eficiencia de traslocación (TE): fue determinado como 
la relación entre el cobre en parte aérea y el cobre en raíces (μg 
g-1). 
 
c- Índice de eficiencia de fitoextracción (PE): fue determinado 
como la relación entre el cobre en parte aérea y el peso seco de 
las raíces (μg g-1). 
 
d- Índice de dependencia de cobre (DCu): fue determinado como 
la relación entre el peso seco sin cobre – peso seco con cobre, 
referido al peso seco sin cobre, expresado en porcentaje. 
 
 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 
4 x 2, con cuatro concentraciones de cobre (0; 1; 2 y 4 mM de CuSO4. 5H2O) y 
dos niveles de micorrización (NI; RI). Los datos fueron sometidos a análisis de 
la varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics 
Centurion). Los datos porcentuales de micorrización se transformaron 
previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número de repeticiones 
(n) fue cuatro por tratamiento y 8 plantas por repetición.  
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7- Efecto del ácido salicílico exógeno sobre la 
toxicidad por cobre en plantas de pimiento no 
inoculadas o inoculadas. 
 
Evaluación de los tratamientos con acido salicílico sobre plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas, para aumentar la tolerancia al cobre del suelo. 
El objetivo fue evaluar el efecto de distintas concentraciones de ácido 
salicílico sobre la tolerancia de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas, 
crecidas en presencia de cobre en el suelo. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en terrinas 
de 30 cm de diámetro, con una mezcla tindalizada de tierra-arena (1:1). A una 
terrina se le incorporó 20% de inóculo de Rhizophagus intraradices (RI) y a otra 
igual cantidad de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas condiciones 
experimentales. El inóculo se preparó de la misma forma que se explicó 
anteriormente.  
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron el 50% de micorrización se 
extrajeron de las terrinas, se lavaron las raíces y se pasaron a condiciones de 
hidroponía en  bandejas plásticas de 60 x 40 cm x 15 cm de profundidad con 
solución nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950), una semana 
después se agregaron las distintas soluciones de cobre, según se detalla abajo. 
Las plantas se cultivaron en el invernáculo durante el tiempo que duró el 
ensayo en condiciones controladas de crecimiento. 
- Tratamientos realizados 
Se agregó el CuSO4. 5H2O en una concentración 0,1 mM. Cinco días después 
se asperjó el ácido salicílico (AS) en las siguientes concentraciones: 0 µM (agua 
destilada), 200 µM y 500 µM. Quince días después se repitió la aplicación de AS 
en las mismas concentraciones y al día siguiente se agregó el CuSO4. 5H2O de 
modo de llegar a las concentraciones definitivas: 0 mM; 0,1 mM y 1 mM. Al día 
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siguiente, se repitió la aplicación de AS en las mismas condiciones ya 
descriptas. De esta forma quedaron definidos los siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (NI)  
1- Cultivadas con 0 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 µM 
o 500 µM de ácido salicílico. 
 
2- Cultivadas con 0,1 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 
µM o 500 µM de ácido salicílico. 
 
3- Cultivadas con 1 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 µM 
o 500 µM de ácido salicílico. 
 
B- Plantas inoculadas con F. mosseae (FM) 
1-Cultivadas con 0 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 µM o 
500 µM de ácido salicílico. 
2- Cultivadas con 0,1 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 
µM o 500 µM de ácido salicílico. 
 
3- Cultivadas con 1 mM de CuSO4. 5H2O y asperjadas con 0 µM, 200 µM 
o 500 µM de ácido salicílico. 
 
- Parámetros medidos 
Tres días después de concluir con las aplicaciones se muestrearon hojas y 
raíces para determinar: 
- la conductividad relativa de las membranas celulares, a partir de 4 discos de 
hoja de 1 cm de diámetro y peso equivalente de raíz, como se explicó 
anteriormente. 
- el contenido de malonildialdehído (MDA) a partir de 200 mg de hoja o de raíz, 
como se explicó anteriormente.  
- el contenido de proteínas solubles mediante el método de Bradford (1976) a 
partir de 200 mg de hoja o de raíz, según se explica a continuación. 
El contenido de proteínas solubles se determinó a  partir de 200 mg de la 
última hoja expandida o igual peso de raíz, de acuerdo al método de Bradford 
(1976). Los tejidos se homogeneizaron en un mortero con 1 ml del buffer de 
extracción (TRIS 50 mM, EDTA 1mM, PVPP insoluble 1%, MeSH 0,1% a pH 7,5) 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 64 
 
a 4ºC. El homogeneizado resultante se centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos 
a 4ºC. Se tomaron 100 µl del sobrenadante y se le agregó 5 ml del reactivo Azul 
Brillante de Coomassie, se agitó en vortex y se leyó la absorbancia a 595 nm. El 
cálculo de la concentración de proteínas se efectuó empleando una curva patrón 
preparada con distintas concentraciones de albúmina de suero bovino (BSA, 
SiFMa Chemical Co). 
- el contenido de prolina mediante el método de Bates et al. (1973) a partir de 
100 mg de hoja o de raíz, según se explica a continuación. 
Para la determinación de prolina se homogeneizaron 100 mg de material 
fresco de hoja y de raíz con 2 ml de una solución en agua al 3% de ácido 
sulfosalicílico. El homogeneizado se centrifugó a 12000 g por 15 minutos y se 
tomó 1 ml del extracto obtenido. Se lo hizo reaccionar con 1 ml del reactivo 
Ninhydrina ácida y 1 ml de ácido acético glacial en un tubo de 15 ml, en baño 
maría a 100 ºC durante una hora. Al cabo de ese lapso la reacción se 
interrumpió enfriando el tubo rápidamente. A la mezcla reaccionante anterior 
se le agregó 2 ml de tolueno y se agitó durante 15 a 20 segundos en vórtex. Se 
dejaron separar las fases y se tomó la fase acuosa conteniendo el cromóforo 
tolueno-prolina y se leyó la absorbancia a 520 nm usando tolueno como blanco. 
Se calculó el contenido de prolina por unidad de peso fresco según: 
μmol prolina.g-1 PF = [(μg prolina/ml x ml tolueno)/115,5 μg/μmoles]/[(g 
PF)/5 
- el contenido de clorofila y carotenos se realizó a partir de discos de hojas de 1 
cm de diámetro según el método de Moran & Porath (1980), como se explicó 
anteriormente. 
-  el contenido de enzimas peroxidasas por el método de Maehly & Chance 
(1954).  
Para medir la actividad de peroxidasas inespecíficas se homogeneizaron 300 
mg de hoja en 1 ml de solución buffer de 50 mM de fosfato de potasio (pH 7,4), 
1 mM de EDTA 0,5% (v/v) y 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP) para 
remover interferencias de compuestos fenólicos a 4°C (Loomis, 1969). Los 
homogenatos se centrifugaron a 15000 rpm durante 30 minutos a 4°C. La 
actividad de la enzima se determinó por el aumento de la absorbancia a 470 nm 
debido a la formación de tetraguayacol (coeficiente de extinción 26,6 mM-1 cm-
1). La actividad se expresa como µmol tetraguayacol. g-1 PF. min-1 (Maehly & 
Chance, 1954).  
 
-  el contenido de enzimas catalasas por el método de Aebi (1984). 
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Se siguió el método espectrofotométrico descripto por Aebi (1984), basado 
en la medida de la disminución de la absorbancia a 240 nm debida a la 
descomposición del H2O2 por efecto de la catalasa. En una cubeta de cuarzo se 
añadieron la muestra, preparada de igual forma que se describió para las 
enzimas peroxidasas, y la mezcla de reacción, protegida de la luz y formada por 
tampón fosfato K 50 mM pH 7 y H2O2 10,6 mM hasta completar un volumen 
final de 1 ml en la cubeta. La reacción se registró durante 2 minutos a 25°C en 
un espectrofotómetro, frente a un blanco que fue la solución buffer. La 
actividad enzimática expresada en µM de H2O2. min-1. g-1 de peso fresco se 
calculó a partir de la velocidad inicial de la reacción y de un coeficiente de 
extinción molar para el H2O2 de 39,57 M-1. cm-1. 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 
3 x 2 x 3, con tres concentraciones de cobre (0; 0,1; y 1 mM de CuSO4. 5H2O),  
dos niveles de micorrización (NI; FM) y tres concentraciones de ácido salicílico 
(0, 200 y 500 µM). Los datos fueron sometidos a análisis de la varianza y las 
medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics Centurion). Los 
datos porcentuales de micorrización se transformaron previamente en arcoseno 
para su análisis estadístico. El número de repeticiones (n) fue cuatro por 
tratamiento y 8 plántulas por repetición.  
 
 
8- Amplificación de los genes cuya expresión ha sido 
modificada por la presencia de metales pesados. 
 
Evaluación de la expresión de genes y proteínas en plantas no inoculadas o 
inoculadas, en presencia de cobre. 
El objetivo fue estudiar el efecto del cobre en el suelo sobre la expresión de 
genes y el modelo proteico, de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas.  
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas de pimiento Capsicum annuum L. ‘California 
Wonder 300’. 
- Condiciones experimentales 
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Las semillas de pimiento fueron desinfectadas superficialmente con NaClO 
(10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en terrinas 
de 30 cm de diámetro, sobre una mezcla tindalizada de tierra-arena (1:1). A una 
terrina se le incorporó 20% de inóculo de Rhizophagus intraradices (RI) y a otra 
igual cantidad de inóculo inactivado (NI), para generar las mismas condiciones 
experimentales. El inóculo se preparó de la misma forma que se explicó 
anteriormente.  
Cuando las plantas inoculadas alcanzaron 50% de micorrización se 
trasplantaron a macetas de 1,5 Kg con una mezcla tindalizada de tierra : arena 
(1:1), una semana después se agregaron las distintas soluciones de cobre, según 
se detalla abajo. Las plantas se cultivaron en el invernáculo durante el tiempo 
que duró el ensayo en condiciones controladas de crecimiento.  
- Tratamientos realizados 
Las macetas con las plantas micorrizadas y no micorrizadas fueron 
sumergidas durante 24 horas en una solución de CuSO4. 5H2O en distintas 
concentraciones, quedando determinados los siguientes tratamientos: 
A- Plantas no inoculadas (NI)  
   Cultivadas con 0, 1, 2 y 4 mM de CuSO4. 5H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con R. intraradices (RI) 
    Cultivadas con 0, 1, 2 y 4 mM de CuSO4. 5H2O. 
 
- Parámetros medidos 
A los 3 días de la aplicación de las soluciones de cobre se recolectaron hojas 
completamente expandidas para analizar la expresión de genes y proteínas. Las 
muestras fueron colocadas inmediatamente después de la recolección en 
Nitrógeno líquido y llevadas a freezer de -80°C, hasta el momento de realizar 
las determinaciones.  
A. Extracción, purificación y cuantificación de ADN. 
-      Protocolo Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega. 
Se congelaron 100 mg de tejido de hoja en Nitrógeno líquido, y se molieron 
en un mortero estéril hasta obtener un polvo homogéneo. Se pasaron 40 mg del 
mismo a un tubo eppendorf estéril, se le adicionó 600 µl de solución de lisis 
nuclear, y se mezcló en vortex durante 1-3 segundos que luego se incubó 15 
minutos a 65ºC. Posteriormente se adicionó 3 μl RNasa (10μg μl-1) y se incubó a 
37ºC durante 15 minutos. Después, se adicionó 200 μl de Solución de 
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Precipitación de Proteínas y se mezcló 20 segundos en vortex. Luego de 
centrifugar 3 minutos a 13.000 g, se transfirió el sobrenadante a un tubo de 1,5 
ml. Con el fin de precipitar el ADN se adicionó isopropanol al 10%; se mezcló y 
luego se centrifugó a 13.000 g. Se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con 
600 μl de etanol 70% y se secó durante 15 minutos. El ADN se disolvió en un 
volumen de 100 μl de Solución de Rehidratación a 65ºC durante 1 hora. 
- Protocolo de extracción de ADN vegetal CTAB de Doyle & Doyle (1990) 
modificado por Bornet & Branchard (2001). 
Se congelaron en nitrógeno líquido 300 mg de tejido de hoja y se molieron 
en un mortero hasta obtener un polvo homogéneo. A este se le adicionó 800 μl 
de buffer CTAB suplementado con 200 μl de CTAB 10%, 1 μl de β-
mercaptoetanol y 1% PVPP, se homogeneizó la mezcla y se pasó a un tubo 
eppendorf de 2 ml que se incubó a 60°C durante 30 minutos. Luego, se lavó con 
un volumen de cloroformo-isoamilalcohol (12:1), se mezcló y se centrifugó 5 
min a 10.000 g. El sobrenadante se pasó a un eppendorf de 2 ml en donde se 
procedió a precipitar el ADN. Para esto se agregó un volumen de isopropanol y 
10% del volumen de acetato de sodio 3M. La mezcla se mantuvo a -18ºC 
durante 12 horas. La suspensión se centrifugó a 10.000 g para generar un pellet 
de ADN que se lavó tres veces con etanol 70%, y se secó. El ADN se 
resuspendió en 150 μl de TE y se le agregó 1-2 μl de RNasa (10 μg.μl-1), luego 
de lo cual se incubó a 37°C por espacio de 2 horas. El ADN nuevamente se trató 
con fenol cloroformo y se precipitó como se describió anteriormente. La 
solución de ADN final se mantuvo en freezer a -20ºC. 
- Visualización y cuantificación del ADN extraído. 
El ADN se cuantificó en base a la comparación de la intensidad de la banda 
del ADN genómico con las del marcador molecular control (Genoma del fago 
Lamba digerido con Hind III - Promega Biotech). Las mismas se resolvieron por 
electroforesis en un gel de agarosa 0.7% p/v suplementado con bromuro de 
etidio, y fueron visualizadas en un transiluminador de UV (Sambrook et al., 
1989). Los geles se documentaron utilizando el analizador de imágenes 
SYNGENE y el software GENETOOLS. 
 
B. Extracción, purificación y cuantificación de ARN. Protocolo AxyPrep 
Multisource Total RNA Miniprep Kit 
Se seleccionaron 150 mg de tejido de hoja e inmediatamente se congelaron 
por inmersión en Nitrógeno líquido, y se molieron en un mortero hasta obtener 
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un polvo homogéneo. Se añadió 400 µl de buffer R-I y se molió para formar una 
mezcla homogénea. Se homogeneizó rápidamente la muestra pasándola a 
través de una jeringa de 1 ml provista de una aguja de 18 a 23 de calibre. Se 
transfirió el lisado a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Se añadió 150 µl de 
buffer R-II y se agitó durante 15-30 segundos. Se centrifugó a 12.000 g durante 5 
minutos a 4 ° C para sedimentar el ADN y proteínas. Luego se transfirió el 
sobrenadante clarificado a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Se añadió 250 
µl de isopropanol y se mezcló por agitación.  
Se colocó una columna de centrifugado en un tubo de microcentrífuga de 2 
ml. Se transfirió la solución anterior en la columna de centrifugación. Se  
centrifugó a 6000 g durante 1 minuto a 4 ° C. Se desechó el filtrado desde el 
tubo de microcentrífuga de 2 ml. Se colocó la columna de centrifugado de 
nuevo en el tubo de microcentrífuga de 2 ml. Se añadió 500 µl de buffer de W1A 
a la columna de centrifugado y se centrifugó a 12.000 g durante 1 minuto. Se 
descartó el filtrado y se colocó la columna de centrifugación de nuevo en el 
mismo tubo de microcentrífuga de 2 ml. Se añadió 700 µl de buffer W2 y se 
centrifugó a 12.000 g durante 1 minuto. Se desechó el filtrado del tubo de 
microcentrífuga y se repitió este lavado con una segunda alícuota de 700 µl de 
buffer W2. Se desechó el filtrado y se colocó la columna de centrifugado de 
nuevo en los tubos de microcentrífuga. Se centrifugó a 12.000 g durante 1 
minuto para eliminar la solución de lavado residual y se transfirió la columna 
de centrifugación en un tubo de microcentrífuga limpio de 1,5 ml. Para diluir el 
total de RNA, se añadió 70 a 100 µl de buffer de TE con el centro de la 
membrana. Se dejó reposar durante 1 minuto a temperatura ambiente y se 
centrifugó a 12.000 g durante 1 minuto. 
 
      C. Pasaje a cDNA 
Para obtener cDNA a partir del RNA se tomaron 2,5 µg de RNA y se  
colocaron en un eppendorf de 0,5 ml. Se agregaron 16 µl de oligo dT y 1 µl de 
dntps  Se llevó a 40  µl de volumen final con agua DEPC. Se incubó 5 minutos a 
65ºC y se llevó a frío. Se agregó 8 µl de buffer y 1 µl de enzima Taq polimerasa. 
Se incubó 30 minutos a 50°C y se llevó a frío. 
 
D. Amplificación de genes de interés  
La amplificación de los genes de interés se realizó utilizando los siguientes 
primers, cuyas secuencias se generaron a partir de las secuencias inscriptas en 
la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
correspondientes a Capsicum anuumm:  
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Glicerol 3 fosfato 
acyltransferasa (GL) 
FP: 5´ - GACCACTGTTGGGAATCGGA – 3´ 
RP: 5´ - TGTCTGTCGCAGAAGCATCA - 3´ 
 
Glutation reductasa 
(GR) 
FP: 5´ - CCGGAGTTGGAGGATGCAAG - 3´ 
RP: 5´ - ACTGTCACACCCATTCCTCG - 3´ 
 
Metalotioneína (MT) FP: 5´ -  AAGCTGTGGCTGTGGATCTG - 3´ 
RP: 5´ - ACATCCCAATTCAACTTCCTTCA  - 3´ 
 
 
Todos los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis a 90 
V, en geles de agarosa del 1% p/v suplementados con bromuro de etidio 10 % 
(10 μg.ml-1). Las bandas de la amplificación se observaron en un analizador de 
imágenes Syngene con el software Genetools que permitió, con una cámara 
digital, fotodocumentar los resultados. 
 
E. Extracción de proteínas totales 
La extracción de proteínas totales y la electroforesis en geles con una 
matriz de poliacrilamida, comúnmente denominada PAGE–SDS, se realizó 
según el método de Laemmli (1970). La extracción de proteínas se realizó a 
partir de 200 m g de peso fresco de hoja en 1,5 ml de la siguiente solución de 
extracción: 
 Solución de extracción 
  Glicerol (6 ml) 
  Buffer Tris 0,5 M pH 6,8 (15 ml) 
  Agua destilada (12 ml) 
  SDS 10% (24 ml) 
  Azul de bromofenol 0,1% (3 ml) 
  Urea 4 M (14,4 g) 
Al momento de la extracción se agregó 2-β-mercaptoetanol (1,2 ml) e 
inhibidores de proteasas (PMSF) 1mM (6ml). Las proteínas (35 µl) se sembraron 
en un gel de poliacrilamida al 15%, con la siguiente composición: 
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 Gel separador 
(30 ml) 
Gel espaciador 
 (10 ml) 
Acrilamida/bisacrilamida 15 ml 1,33 
Buffer Tris 1,5 M pH 8,8 7,5 ml --- 
Buffer Tris 0,5 M pH 6,8 --- 2,5 ml 
Agua destilada 7,2 ml 6,1 ml 
SDS (10%) 0,3 ml 0,1 ml 
APS (10%) 150 µl 50 µl 
TEMED 15 µl 10 µ 
 
Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles se revelaron con 
una solución colorante en agitación, luego se descartó dicha solución y se 
añadió la solución decolorante, cambiándola periódicamente hasta que los geles 
no presentaran fondo azul. Estas soluciones estaban compuestas por: 
 
 Solución colorante Solución decolorante 
Coomassie Brillant Blue R 250 1 g --- 
metanol 500 ml 200 ml 
Ácido acético 100 ml 70 ml 
Agua destilada 400 ml 730 ml 
 
Las corridas electroforéticas se realizaron en una cuba vertical HOEFLER SE 
600 con una fuente de poder EPS 1001. Los geles obtenidos se analizaron y 
cuantificaron por densitometría utilizando programas de análisis de imágenes 
(Syngene Analyzer e Image J). 
 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado, en un factorial de 
4 x 2, con cuatro concentraciones de cobre (0; 1; 2 y 4 µM de CuSO4. 5H2O) y  
dos niveles de micorrización (NI; RI). Los datos fueron sometidos a análisis de 
la varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% (Statgraphics 
Centurion). Los datos porcentuales de micorrización se transformaron 
previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número de repeticiones 
(n) fue cuatro por tratamiento y 8 plántulas por repetición.  
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9- Efecto del cobre sobre la germinación de semillas de 
plantas de pimiento expuestas a diferentes niveles de 
contaminación por cobre. 
 
Germinación de semillas obtenidas de plantas cultivadas con diferentes 
niveles de contaminación por cobre. 
El objetivo fue determinar si las semillas cosechadas de plantas expuestas a 
diferentes concentraciones de cobre fueron afectadas por el metal. 
- Material vegetal 
El ensayo se realizó con semillas cosechadas del ensayo en el que se 
evaluaron parámetros morfológicos y fisiológicos en presencia de cobre, en 
condiciones de hidroponía (ensayo 5). 
- Condiciones experimentales 
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con NaClO (10%) 
durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril  y colocadas en cajas de Petri (14 
cm de diámetro), sobre papel de filtro humedecido con agua, en estufa de 
germinación a 28°C y oscuridad.  
- Tratamientos realizados 
Los tratamientos fueron aquellos a los que estuvieron sometidas las plantas 
madres de pimiento en condiciones de hidroponía en el ensayo 5.  
A- Plantas no inoculadas (control)  
Cultivadas con 0, 10, 50, 100, 200 y 1000 µM de CuSO4. 5H2O. 
 
B- Plantas inoculadas con F. mosseae 
Cultivadas con 0, 10, 50, 100, 200 y 1000 µM de CuSO4. 5H2O. 
 
- Parámetros medidos 
Se determinó el porcentaje de germinación y la longitud de la raíz. 
- Análisis estadístico 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. Los datos fueron 
sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 72 
 
al 5% (Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de germinación se 
transformaron previamente en arcoseno para su análisis estadístico. El número 
de repeticiones (n) fue cuatro por tratamiento y 25 semillas por repetición.  
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CAPITULO III: 
Resultados y discusión  
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1. Efecto del cobre sobre la germinación de semillas de 
pimiento. 
 
Germinación en presencia de cobre. 
El cobre en las concentraciones ensayadas no afectó el porcentaje de 
germinación que fue superior al 90% en todos los tratamientos, sin diferencias 
significativas entre ellos (gráfico 1). En arroz mostraron que la germinación 
disminuyó con el incremento de las concentraciones de cobre, a partir de 1mM, 
en concentraciones más bajas del metal no se afectó significativamente la 
germinación (Ahsam et al., 2007), en coincidencia con nuestros ensayos donde 
la mayor concentración utilizada fue 200 µM.  
 
Gráfico 1. Porcentaje de germinación de semillas de pimiento tratadas con 
distintas concentraciones de cobre. 
Sólo la mayor concentración de cobre afectó el crecimiento de las 
plántulas ya que la longitud de la parte aérea solo presentó diferencias 
significativas en la mayor concentración de cobre. Mientras que, la longitud de 
la raíz disminuyó significativamente en todas las concentraciones de cobre 
ensayadas (gráfico 2 y cuadro 1 y 2). Según Ahsam et al. (2007) el crecimiento 
del tallo de plántulas de arroz creciendo en un medio con cobre fue inhibido a 
0,2 mM y siguió disminuyendo hasta 2 mM. Estudiando la formación de las 
raíces de arroz los autores determinaron que 0,25 mM de cobre es la dosis letal 
50 (LC50) para esta especie y además no se observó formación de raíces en 
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concentraciones mayores a 0,5 mM. En trigo, Wang & Zhou (2005) demostraron 
que la toxicidad de cobre y de cadmio en las plántulas presentó el siguiente 
orden, elongación de las raíces > elongación de tallos > porcentaje de 
germinación. Según Singh et al. (2007) la baja tasa de germinación y de 
crecimiento de las plántulas de trigo por efecto del cobre pueden ser debidas a 
una menor degradación del almidón por efecto de una baja actividad amilasa. 
Cheng & Zhou (2002) y Song et al. (2002) identificaron en sus estudios sobre la 
toxicidad de metales pesados (Cd, Cu, Pb y Zn) que en trigo la inhibición de la 
elongación de las raíces fue mayor que la inhibición de la germinación para 
igual concentración del contaminante. Los resultados de este trabajo coinciden 
con los de estos autores, la longitud de la raíz fue el parámetro más afectado 
por la presencia de cobre en el medio, con 50 µM se redujo significativamente el 
crecimiento de la raíz comparado con el control sin cobre y de igual forma se 
observó con 100 y 200 µM, mientras que la parte aérea se vio menos afectada. 
Estos resultados sugieren que la raíz es más sensible a la toxicidad por metales 
pesados y esto puede deberse a que es el órgano que primero se pone en 
contacto con el metal y el que frecuentemente acumula más. En la figura 6 
puede observarse como se necrosan los ápices radicales al estar en contacto con 
el cobre. Luego de ingresar a la planta por la raíz, el cobre puede ser retenido en 
vacuolas o acomplejado por sustancias quelantes (fitoquelatinas) de modo de 
disminuir su efecto tóxico (Lee et al., 2003) y esto explicaría el menor efecto en 
la parte aérea.  
 
Gráfico 2. Longitud de raíz y de parte aérea de plántulas de pimiento 
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los 
valores promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y 
las letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de 
cobre (p<0,05). 
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Cuadro1. Análisis de Varianza para longitud de raíz por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 213,885 3 71,295 190,87 0,0000 
Intra grupos 29,882 80 0,373525   
Total (Corr.) 243,767 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 2. Análisis de Varianza para longitud aérea por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 1,19634 3 0,398781 4,16 0,0086 
Intra grupos 7,6625 80 0,0957812   
Total (Corr.) 8,85884 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
   
 Figura 6. Plántulas de pimiento cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre (A), detalle de una raíz en ausencia de cobre (B) y 
detalle de una raíz con 200 µM de cobre (C). 
 
Germinación en presencia de cobre y potasio. 
Este ensayo tuvo como objetivo demostrar que el efecto inhibidor del 
crecimiento producido por el cobre, no se debe a un efecto osmótico sino  
tóxico. Para ello se repitió el ensayo anterior incorporando K2SO4 y comparando 
los resultados. El porcentaje de germinación se mantuvo alto, alrededor de 80% 
y sin diferencias significativas entre los tratamientos de cobre y de potasio, de 
igual manera que se observó en el ensayo anterior en el que se  concluyó que la 
germinación no fue afectada por el cobre a las concentraciones ensayadas 
(gráfico 3 y 4). 
 
0 µM         50 µM               100 µM           200 µM 
A B C 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 77 
 
 
Gráfico 3. Porcentaje de germinación de semillas de pimiento tratadas con 
distintas concentraciones de cobre. 
 
Gráfico 4. Porcentaje de germinación de semillas de pimiento tratadas con 
distintas concentraciones de potasio. 
De la misma manera que se observó en el ensayo anterior, la longitud de 
la parte aérea se vio afectada sólo por las altas concentraciones de cobre. En 
cambio, la longitud de la raíz disminuyó significativamente en todas las 
concentraciones (gráfico 5, cuadro 3 y 4). Por otro lado, las plántulas que fueron 
expuestas a la solución de potasio no presentaron alteraciones de crecimiento, 
no se observaron diferencias significativas en la longitud de la raíz ni de la 
parte aérea en ninguna de las concentraciones de potasio ensayadas (gráfico  6, 
cuadro 5 y 6). De acuerdo a los resultados observados en este ensayo, podemos 
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descartar que la inhibición en la elongación de la raíz y en menor medida de la 
parte aérea se deba a un efecto osmótico, sino que responde al efecto tóxico del 
cobre (figura 7). 
 
Gráfico 5. Longitud de raíz y de parte aérea de plántulas de pimiento 
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los 
valores promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y 
las letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de 
cobre (p<0,05). 
Cuadro 3. Análisis de Varianza para longitud de raíz por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 143,999 3 47,9998 83,75 0,0000 
Intra grupos 43,5595 76 0,573151   
Total (Corr.) 187,559 79    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 4. Análisis de Varianza para longitud aérea por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 17,258 3 5,75267 11,77 0,0000 
Intra grupos 37,14 76 0,488684   
Total (Corr.) 54,398 79    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Gráfico 6. Longitud de raíz y de parte aérea de plántulas de pimiento 
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de potasio. Se presentan 
los valores promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la 
media y las letras distintas indican diferencias significativas entre 
concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 5. Análisis de Varianza para longitud de raíz por potasio 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 0,0605 3 0,0201667 0,22 0,8789 
Intra grupos 6,819 76 0,0897237   
Total (Corr.) 6,8795 79    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 6. Análisis de Varianza para longitud aérea por potasio 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 0,017375 3 0,00579167 0,02 0,9970 
Intra grupos 26,1615 76 0,34423   
Total (Corr.) 26,1789 79    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La exposición de las plantas a concentraciones tóxicas de cobre induce 
estrés oxidativo y activa distintos mecanismos antioxidantes. La peroxidación 
de los lípidos de las membranas celulares producida por el exceso de radicales 
libres es un indicio de la presencia de sustancias tóxicas en el medio. El último 
producto de esta peroxidación es el malondialdehído o malonildialdehído 
(MDA), el incremento de MDA es un indicador de estrés fisiológico (Demiral & 
Türkan, 2005). Según nuestros resultados, el contenido de MDA presentó 
diferencias significativas en las hojas, aumentando en las concentraciones más 
altas de cobre, pero no se modificó en la raíz (gráfico 7 y cuadro 7 y 8). Mientras 
que con potasio no se observaron diferencias significativas entre las distintas 
concentraciones, en hoja ni en raíz (datos no mostrados). 
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Gráfico 7. Contenido de MDA de hoja y de raíz de plántulas de pimiento 
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los 
valores promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y 
las letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de 
cobre (p<0,05). 
Cuadro 7. Análisis de Varianza para MDA de raíz por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 0,586442 3 0,195481 0,91 0,4630 
Intra grupos 2,56465 12 0,213721   
Total (Corr.) 3,1511 15    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 8. Análisis de Varianza para MDA de hoja por cobre 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 4,98892 3 1,66297 7,51 0,0043 
Intra grupos 2,6558 12 0,221316   
Total (Corr.) 7,64471 15    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Algunos autores como Li y colaboradores (2010) observaron en ricino un 
aumento gradual del contenido de MDA al aumentar la salinidad de la 
solución. Koca et al. (2006) también observaron un incremento del contenido de 
MDA en hojas de tomate, variable según la variedad de tomate ensayada. 
Maksymiec et al. (2007) trabajando con hojas de Arabidopsis thaliana observaron 
un incremento significativo del contenido de MDA al tratar las plantas con 100 
µM CuSO4 o CdSO4, aunque el Cd indujo menor acumulación de MDA que el 
Cu. En coincidencia con los resultados de este trabajo donde se encontraron 
valores crecientes de MDA en las hojas a medida que aumentaba la 
concentración de cobre en la solución, es de destacar que no se observaron 
diferencias, en las raíces. Los resultados de este trabajo no coinciden con Yurekli 
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& Porgali (2006) quienes trabajando con poroto encontraron que el MDA se 
incrementó mas en raíz, luego en tallo y por último en hojas, al someter las 
plantas a 100 µM de cobre, siendo significativa la diferencia solo en raíz. Estos 
autores también determinaron el contenido de cobre en los tejidos y la mayor 
concentración del metal se observó en la raíz. En este trabajo no se determinó  la 
concentración de cobre en los tejidos por eso no podemos asegurar que el 
mayor contenido de MDA se deba a una mayor traslocación del metal a las 
hojas, pero podría ser una respuesta a este comportamiento.  
 
 
Figura 7. Plántulas de pimiento cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre (A) y de potasio (B). 
 
 
2. Efecto del cobre sobre el crecimiento de la raíz de 
plántulas de pimiento. 
 
Crecimiento de la raíz en pouches, en presencia de cobre. 
Las mediciones periódicas de la longitud de las raíces realizadas con 
intervalos de 24 horas, mostraron que en los primeros 5 días las distintas 
concentraciones de cobre no afectaron el crecimiento de la raíz. A partir de este 
momento se comenzó a observar una inhibición en el crecimiento de la raíz a 
medida que aumentó la concentración de cobre, por este motivo si analizamos 
el crecimiento acumulado en cada concentración no se observan diferencias 
significativas (figura 9, gráfico 8). Sin embargo, el análisis del último intervalo 
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de crecimiento muestra que las dos concentraciones más altas de Cu redujeron 
significativamente el crecimiento de la raíz (gráfico 8).  
Según Martínez-Trujillo et al. (2013), las respuestas del crecimiento de las 
raíces de Arabidopsis thaliana al estrés generado por Cr(VI) demostraron que: (a) 
la tolerancia al estrés cuando éste se presenta de manera repentina, fue mayor 
en plantas con más días de desarrollo, (b) la mayor tolerancia se observó 
cuando el estrés se presentó de manera gradual en un medio con Cr(VI), y (c) 
las raíces laterales nuevas, formadas in situ en el medio con el metal, siempre 
son más tolerantes al estrés en relación a la raíz primaria y raíces laterales 
preexistentes. Si bien las respuestas morfogénicas de las plantas al efecto de los 
metales son similares en diferentes especies vegetales, la vía particular por la 
que se llega al cambio de la arquitectura de la raíz puede tener variaciones 
según la especie (Liu et al., 2005). Por ejemplo, en plantas de tabaco (Nicotiana 
tabaco) de 5 días de edad, con raíces laterales, en medios suplementados con 
Cr(VI), la raíz primaria continuó creciendo, las raíces laterales previamente 
formadas detuvieron su crecimiento y se indujo la formación de raíces laterales 
nuevas (Cervantes-García et al., 2011). De manera que, mientras la raíz primaria 
del tabaco es más tolerante al estrés con relación a la de A. thaliana, las raíces 
laterales previamente formadas son más sensibles en el tabaco y en ambos casos 
las raíces laterales nuevas son más tolerantes al crecimiento en Cr(VI). En 
nuestro ensayo, a medida que pasaba el tiempo de exposición al metal se 
observó también una disminución en la formación de raíces laterales en la 
mayor concentración de cobre (200 µM), en coincidencia con Sheldon & 
Menzies (2005) quienes trabajaron con Chloris gayana y observaron que a 
medida que aumentaba la concentración de cobre aumentaba el daño en el 
cutícula radical mientras que disminuía el número y la longitud de los pelos 
radicales, así como las raíces laterales. Estas modificaciones se apreciaron  ya en 
concentraciones de 0,22 µM, dosis bastante más bajas de las aquí ensayadas. La 
reducción en el número y la longitud de los pelos radicales y el daño a la 
cutícula radical (engrosamiento y agrietamiento) serían las primeras evidencias 
de toxicidad por cobre, seguida del daño a los meristemas. Estas alteraciones 
llevan indirectamente a una modificación de la arquitectura de la raíz, que 
influye en la capacidad de la planta para absorber el agua y los nutrientes del 
suelo (Chen et al., 2000; Zhang et al., 2009). En un suelo con bajo contenido 
hídrico, la superficie de raíces, la longitud de las mismas y la proliferación de 
pelos radicales es crítica para la exploración del suelo y la absorción de agua y 
nutrientes y en definitiva para el crecimiento de las plantas.  
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Gráfico 8. Crecimiento acumulado de la raíz de plántulas de pimiento 
cultivadas en pouches en presencia de distintas concentraciones de cobre. 
Al analizar el patrón proteico de las raíces de las plántulas de pimiento 
que crecieron en pouches con diferentes concentraciones de cobre, se observó 
arriba de la banda de 94 kDa de peso molecular una banda en el tratamiento 
control, sin cobre, y en el tratamiento de 50 µM. Esta banda no se observó en los 
materiales de raíces provenientes de las plantas cultivadas en las 
concentraciones más altas del metal (100 y 200 µM). También se observó debajo 
de 94 kDa una banda que va degradándose a medida que aumenta la 
concentración de cobre (figura 8).  
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Figura 8. Patrón proteico de raíces de plántulas de pimiento cultivadas en 
pouches en presencia de distintas concentraciones de cobre, mediante SDS-
PAGE, m: marcador de peso molecular, 1: 0 µM, 2: 50 µM, 3: 100 µM y 4: 200 µM 
de CuSO4 (A). Densitograma donde los picos representan las bandas del 
marcador de peso molecular y las concentraciones de cobre ensayadas (B). 
Según diversos trabajos, a altas concentraciones, el cobre no sólo inhibe 
la germinación de las semillas y reduce el crecimiento de las plántulas sino que 
también modifica el patrón proteico en ciertas plantas (Rauser & Curvetto, 1980; 
Nagalakshmi & Prasad, 2001; Hall, 2002; Lou et al., 2004). Yang et al. (2007) 
encontraron que la expresión de proteínas de defensa se incrementó 
gradualmente durante la germinación de semillas de arroz en presencia de 
cobre. En los estudios realizados por Zhang et al. (2009), los cambios 
producidos en los patrones SDS-PAGE de embriones tratados con cobre 
sugieren que, en los mecanismos de tolerancia, están involucradas proteínas de 
bajo peso molecular (12 a 20 kDa), estos autores identificaron 16 proteínas en 
respuesta al cobre que participarían en los mecanismos de toxicidad y 
tolerancia a este metal. Se requieren estudios bioquímicos y genéticos para 
investigar la relación entre el estrés producido por el cobre y la expresión de 
estas proteínas en respuesta a la toxicidad por metales pesados. 
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Figura 9. Plántulas de pimiento cultivadas en pouches en presencia de distintas 
concentraciones de cobre: A: 0 µM, B: 50 µM, C: 100 µM y D: 200 µM. 
 
 
3. Efecto del cobre en la micorrización de plántulas de 
pimiento. 
 
Inoculación en presencia de cobre.  
En pimiento, la micorrización aumentó con el tiempo y fue mayor con 
Rhizophagus intraradices que con Funneliformis mosseae. A los 40 días después de 
la siembra, la micorrización fue muy baja, alcanzando valores de 10% en FM y 
30% en RI y disminuyó al aumentar la concentración de cobre. A los 60 días 
después de la siembra se alcanzó valores de 25% en FM y 50% en RI, siendo 
estos los valores que corresponden al control sin cobre o a bajas concentraciones 
C 
A B 
D 
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del metal. A los 90 días, los máximos valores observados alcanzaron el 50% en 
FM y 70% en RI, disminuyendo con el aumento de la concentración de cobre. En 
la máxima concentración ensayada, no se observó micorrización con ninguno 
de los inóculos demostrando el efecto negativo del cobre sobre este proceso 
(tabla 2). 
 
Tabla 2. Porcentaje de micorrización de plantas de pimiento inoculadas con 
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices, determinado a los 40, 60 y 90 
días después de la siembra.  
 Funneliformis mosseae Rhizophagus intraradices  
Cu (µM) 40 días 60 días 90 días 40 días 60 días 90 días 
       
0 10a 25a 40b 20b 50a 60ab 
5 5b 20a 40b 30a 50a 70a 
25 0b 20a 50a 20b 50a 55b 
50 0b 20a 40b 10c 40b 50b 
100 0b 0b 30bc 10c 40b 45b 
500 0b 0b 30bc 0d 0c 40bc 
1000 0b 0b 0c 0d 0c 0c 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
En trébol, también se observó un mejor comportamiento del hongo R. 
intraradices. A los 40 días se cuantificó 45% de micorrización en 50 µM de cobre, 
mientras que el máximo porcentaje de micorrización con Funneliformis mosseae 
fue de 20% en 25 µM. A los 60 días después de la siembra, la micorrización 
aumentó con los dos inóculos, alcanzando valores de 60% y 40% con 
Rhizophagus intraradices y Funneliformis mosseae respectivamente. A los 90 días se 
determinó 65% y 60% con Rhizophagus intraradices y Funneliformis mosseae 
respectivamente en 5 µM de cobre, al aumentar la concentración del metal, la 
micorrización disminuyó y del mismo modo que en pimiento, se observó que 
en 1000 µM la micorrización fue nula con ambos inóculos (tabla 3). En la figura 
10, se observan las distintas estructuras del hongo, hifas, vesículas y esporas, 
luego de teñir las raíces de pimiento con azul de Tripán en lactofenol. 
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Tabla 3. Porcentaje de micorrización de plantas de trébol inoculadas con 
Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices, determinado a los 40, 60 y 90 
días después de la siembra.  
 Funneliformis mosseae Rhizophagus intraradices  
Cu (µM) 40 días 60 días 90 días 40 días 60 días 90 días 
       
0 10ab 40a 50ab 30ab 50b 65a 
5 10ab 35ab 60a 20b 60a 65a 
25 20a 40a 45ab 40a 50b 55a 
50 10ab 30b 30b 45a 50b 60a 
100 10ab 25b 30b 20b 30c 40b 
500 0b 0c 30b 0c 0d 40b 
1000 0b 0c 0c 0c 0d 0c 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
 
Figura 10. Raíces no micorrizadas y micorrizadas con Funneliformis mosseae y 
Rhizophagus  intraradices, después de la tinción con azul de Tripán en lactofenol, 
donde se observan las estructuras propias del hongo.   
Shalaby (2003) demostró que las esporas y las hifas presimbióticas de los 
hongos micorrícicos son sensibles a los metales pesados, y bajo ciertas 
condiciones, los metales inhiben la germinación de las esporas y el crecimiento 
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de las hifas. En estudios previos se demostró que las plantas de pimiento 
toleran la presencia de cromo en el suelo y que en los tratamientos sin cromo la 
micorrización fue elevada, confirmando que el pimiento es una especie 
micotrófica (Ronco et al., 2008). El incremento en la concentración de cromo 
afectó la colonización y la formación de arbúsculos y vesículas de Glomus 
mosseae y G. intraradices, este último mostró mayor porcentaje de micorrización 
aunque se redujo con el incremento del metal en el suelo (Ruscitti et al., 2011). 
La sensibilidad a la toxicidad por cromo fue revelada por la reducción en la 
formación de arbúsculos, seguida por la reducción en la formación de vesículas, 
la formación de hifas fue la menos afectada. Además altos niveles de Cr 
afectaron la viabilidad de las hifas, expresada por la actividad de la enzima 
succinato deshidrogenasa y fue mayor en G. intraradices que en G. mosseae 
(Ruscitti et al., 2011). Resultados similares fueron obtenidos por Pawlowska & 
Charvat (2004) quienes demostraron que G. intraradices fue más tolerante a la 
presencia de otros metales pesados. Efectos similares, aunque con distintos 
metales pesados fueron reportados por Rivera-Becerril et al. (2002) quienes 
observaron que en ausencia de Cd la colonización de Pisum sativum fue del 45% 
mientras que en presencia del metal fue de sólo el 28%. Shalaby (2003) propuso 
que la resistencia a los metales fue debida a la plasticidad fenotípica más que a 
cambios genéticos ya que esa tolerancia se pierde después de una generación en 
ausencia del metal.  
Sin embargo Wu et al. (2010) reportaron que la colonización de las raíces 
de Cynodon dactylon creciendo en sitios contaminados con metales fue mayor 
que en un suelo no contaminado, lo cual reflejaría que los hongos micorrícicos 
juegan un rol importante en la tolerancia a As, Pb, Zn, Cd y Cu, lo que contrasta 
con lo encontrado en este trabajo. Del mismo modo, Repetto et al. (2003) 
indicaron que Glomus mosseae aumentó la tolerancia de un genotipo sensible de 
arveja al Cd a través de la modulación de algunas proteínas de las raíces. En 
condiciones de invernáculo, los HMA podrían conferir tolerancia a As en C. 
dactylon a través de un incremento en la adquisición de P y la reducción de la 
traslocación de As hacia los tallos (Leung et al. 2006). Wu et al. (2010) también 
informaron que un sitio sin contaminación por metales pesados contiene un 
número significativamente mayor de esporas respecto a uno contaminado con 
As, Pb, Zn, Cd o Cu, lo que indica que los metales afectarían la producción de 
esporas de los hongos micorrícicos. Del Val et al. (1999) mostró que el número 
total de esporas de estos hongos disminuye con el incremento de MP en el 
suelo. La diversidad de hongos MA también es significativamente menor en 
presencia de metales en el suelo. Según los estudios de Wu et al. (2010), Glomus 
es el género predominante entre las especies identificadas en sitios 
contaminados con AS, Pb, Zn, Cd o Cu. Resultados similares se obtuvieron en 
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aéreas contaminadas con Cu en Brasil (da Silva et al., 2005), norte de Italia 
(Vallino et al., 2006) y sur de China (Wu et al., 2007). 
En este trabajo se observó que en  pimiento la longitud de raíz fue 
afectada a partir de 100 µM en las NM, mientras que en las M, 
independientemente del inóculo empleado, la longitud máxima de raíz se 
observó en 50 µM. En general, se observó mayor crecimiento en las plantas 
inoculadas con Rhizophagus intraradices. El peso seco de la raíz disminuyó 
independientemente de la inoculación (tabla 4, cuadro 9 y 10).  La altura de las 
plantas se vio afectada a partir de 100 µM en las NM y a partir de 500 µM y 1000 
µM en las micorrizadas con R. intraradices y F. mosseae, respectivamente. El peso 
seco de la parte aérea siguió la misma tendencia que la altura (tabla 5, cuadro 11 
y 12).   
En la mayor concentración de cobre, no se observan diferencias entre las 
plantas micorrizadas y no micorrizadas, esto se puede correlacionar con los 
datos de micorrización, donde se puede observar que el porcentaje de 
micorrización es cero. 
El análisis multivariado mostró que en todos los parámetros analizados 
las diferencias para el cobre, la micorrización y la interacción de ambos, fueron 
significativas, lo que indica que la micorrización atenuó el efecto detrimental 
del cobre en los parámetros analizados. 
En coincidencia con este trabajo, en ensayos previos se observó que en 
ausencia de cromo las plantas que crecieron más fueron las inoculadas con G. 
intraradices. El efecto deletéreo que produjo la presencia de cromo fue menor en 
las plantas inoculadas comparada con las no inoculadas y en aquellas 
inoculadas con G. intraradices comparadas con las inoculadas con G. mosseae 
(Ruscitti et al., 2011). En coincidencia, Jamal et al. (2006) demostró que el efecto 
perjudicial del cromo fue más pronunciado sobre el crecimiento de la raíz 
respecto a los tallos, esto podría deberse a la acumulación del metal en la raíz.  
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Tabla 4. Longitud y peso seco de la raíz de plantas de pimiento no inoculadas o 
inoculadas con Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, a los 90 días 
después de la siembra.  
 No inoculadas Funneliformis mosseae Rhizophagus 
intraradices  
Cu (µM) Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
0 14,1ab 0,180b 16,5b 0,211a 15,5bc 0,200ab 
5 20,7a 0,290a 15,0b 0,200a 15,2bc 0,211ab 
25 21,0a 0,271a 15,5b 0,202a 17,9b 0,241a 
50 14,3ab 0,110b 18,4a 0,150ab 22,3a 0,142b 
100 10,7b 0,020c 13bc 0,062b 14,3bc 0,081bc 
500 10,8b 0,011c 11c 0,023b 9,8c 0,082bc 
1000 8,4c 0,012c 8,7c 0,022b 8,9c 0,012c 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 9. Análisis de Varianza para longitud de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 10,0979 2 5,04893 8,83 0,0004 
 B:cobre 1069,6 6 178,267 311,71 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 295,134 12 24,5945 43,00 0,0000 
RESIDUOS 36,03 63 0,571905   
TOTAL (CORREGIDO) 1410,86 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
    
Cuadro 10. Análisis de Varianza para PS raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,00270966 2 0,00135483 9,96 0,0002 
 B:cobre 0,661196 6 0,110199 809,74 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 0,0464293 12 0,00386911 28,43 0,0000 
RESIDUOS 0,00857384 63 0,000136093   
TOTAL (CORREGIDO) 0,718909 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Tabla 5. Altura y peso seco de la parte aérea de plantas de pimiento no 
inoculadas o inoculadas con Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, a 
los 90 días después de la siembra.  
 No inoculadas Funneliformis mosseae Rhizophagus 
intraradices  
Cu (µM) altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
0 22,5a 0,351b 20,5a 0,512a 22,6a 0,488a 
5 24,1a 0,498a 22,3a 0,500a 25,1a 0,443a 
25 26,8a 0,484a 21,5a 0,414b 23,7a 0,429a 
50 25,6a 0,360b 24,5a 0,420b 25,0a 0,430a 
100 16,5b 0,112c 23,3a 0,280bc 24,3a 0,258b 
500 11,9bc 0,069c 19,4a 0,076c 20,1b 0,224b 
1000 9,4c 0,043c 8,7b 0,074c 9,7c 0,047c 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 11. Análisis de Varianza para altura - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 1810,61 2 905,307 34,02 0,0000 
 B:cobre 3836,13 6 639,355 24,03 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 1355,23 12 112,936 4,24 0,0000 
RESIDUOS 2794,14 105 26,6109   
TOTAL (CORREGIDO) 9796,12 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
Cuadro 12. Análisis de Varianza para PS aéreo - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,46501 2 0,232505 6,89 0,0015 
 B:cobre 2,08305 6 0,347175 10,28 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 2,31101 12 0,192584 5,70 0,0000 
RESIDUOS 3,54536 105 0,0337653   
TOTAL (CORREGIDO) 8,40443 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
En trébol, en las plantas no inoculadas, tanto la longitud como el peso 
seco de la raíz, se afectaron con el agregado de Cu, lo que además fue evidente 
aún con la concentración más baja. Mientras que en las plantas inoculadas con 
F. mosseae, la concentración más elevada, 1000 µM fue la única que evidenció un 
efecto sobre los parámetros de crecimiento estudiados. Con R. intraradices, la 
longitud de la raíz comenzó a disminuir en 100 µM, mientras que el peso seco 
en 1000 µM (tabla 6, cuadro 13 y 14).  
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 92 
 
La altura de las plantas NM y con FM, disminuyó significativamente a 
partir de 500 µM; mientras que las inoculadas con RI no fueron afectadas por el 
agregado de cobre. El peso seco aéreo de las plantas no inoculadas, se vio 
afectado a partir de 5 µM, las inoculadas con FM redujeron su peso a partir de 
500 µM y las inoculadas con RI no fueron afectadas por el agregado de cobre 
(tabla 7, cuadro 15 y 16). El ANOVA multifactorial mostró diferencias 
significativas para el cobre y la micorrización en los parámetros de raíz y 
también en la interacción del cobre con la micorrización en los parámetros 
aéreos, ya que las plantas micorrizadas mostraron mejor comportamiento al 
aumentar la concentración de cobre en el medio. 
Tabla 6. Longitud y peso seco de la raíz de plantas de trébol no inoculadas o 
inoculadas con Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, a los 90 días 
después de la siembra.  
 No inoculadas Funneliformis mosseae Rhizophagus 
intraradices  
Cu (µM) Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
Long. raíz 
(cm) 
PS raíz 
(g/pl) 
0 14,2a 0,010a 13,1a 0,012a 13,0a 0,012a 
5 9,0b 0,005b 13,9a 0,010a 14,2a 0,009a 
25 9,3b 0,004b 13,4a 0,011a 14,0a 0,008a 
50 10,0b 0,005b 12,8a 0,011a 14,1a 0,008a 
100 10,6b 0,005b 11,5a 0,010a 10,0b 0,007a 
500 10,3b 0,004b 11,3a 0,009a 10,3b 0,007a 
1000 9,1b 0,002b 8,8b 0,005b 9,8b 0,004b 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 13. Análisis de Varianza para longitud raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 181,436 2 90,718 17,85 0,0000 
 B:cobre 126,575 6 21,0959 4,15 0,0009 
INTERACCIONES      
 AB 62,1455 12 5,17879 1,02 0,4372 
RESIDUOS 533,671 105 5,08258   
TOTAL (CORREGIDO) 903,828 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 14. Análisis de Varianza para PS raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,000403479 2 0,000201739 16,05 0,0000 
 B:cobre 0,000179781 6 0,0000299635 2,38 0,0337 
INTERACCIONES      
 AB 0,000149699 12 0,0000124749 0,99 0,4614 
RESIDUOS 0,00132003 105 0,0000125717   
TOTAL (CORREGIDO) 0,00205299 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Tabla 7. Altura y peso seco de la parte aérea de plantas de trébol no inoculadas 
o inoculadas con Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, a los 90 días 
después de la siembra.  
 No inoculadas Funneliformis mosseae Rhizophagus 
intraradices  
Cu (µM) altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
altura 
(cm) 
PS aéreo 
(g/pl) 
0 12,9a 0,031a 15,0a 0,044a 15,0a 0,030a 
5 11,6a 0,022b 14,5a 0,045a 14,7a 0,029a 
25 11,4a 0,020b 14,9a 0,038ab 15,0a 0,026a 
50 10,0ab 0,020b 15,8a 0,035ab 16,1a 0,029a 
100 9,7ab 0,022b 15,5a 0,038ab 15,7a 0,030a 
500 8,3b 0,016c 12,8b 0,022b 14,9a 0,032a 
1000 8,7b 0,013c 11,4b 0,018b 15,2a 0,029a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 15. Análisis de Varianza para altura - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 660,323 2 330,162 54,91 0,0000 
 B:cobre 162,866 6 27,1444 4,51 0,0004 
INTERACCIONES      
 AB 424,525 12 35,3771 5,88 0,0000 
RESIDUOS 631,31 105 6,01248   
TOTAL (CORREGIDO) 1879,03 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 16. Análisis de Varianza para PS aéreo - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,0080726 2 0,0040363 24,39 0,0000 
 B:cobre 0,00299985 6 0,000499976 3,02 0,0091 
INTERACCIONES      
 AB 0,0055723 12 0,000464358 2,81 0,0023 
RESIDUOS 0,0173735 105 0,000165462   
TOTAL (CORREGIDO) 0,0340183 125    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
La tolerancia a metales pesados por las plantas micorrizadas podría estar 
relacionada con la acumulación de metales en zonas metabólicamente menos 
activas como es el tallo (Arriagada et al., 2005). Esto muestra que el resultado de 
la micorrización de plantas en suelos contaminados con MP depende de la 
combinación planta-hongo-metal y está influenciado por las condiciones del 
suelo. 
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4. Efecto del cobre sobre el crecimiento de plantas de 
pimiento no inoculadas e inoculadas. 
 
Evaluación de parámetros morfológicos de plantas de pimiento no inoculadas 
e inoculadas en presencia de cobre. 
En las plantas no inoculadas e inoculadas, la altura fue 
significativamente mayor en la concentración 0,25 mM de cobre. Esto indica que 
como el nutriente es esencial en presencia de bajas concentraciones el 
crecimiento es estimulado. Las plantas sin cobre o con 0,5 y 1 mM mostraron 
menor altura si bien las diferencias no fueron significativas entre ellas; con 2 
mM la altura fue menor que el resto de los tratamientos. Las plantas no 
inoculadas que crecieron en presencia de una concentración de cobre de 4 mM 
abscisionaron sus hojas 24 hs después del agregado del cobre y murieron a los 
pocos días, mientras que las plantas inoculadas expuestas a la misma 
concentración sobrevivieron (figura 11). Si bien las plantas inoculadas se 
comportaron de la misma manera que las no inoculadas en su respuesta al 
aumento de la concentración de cobre, estas sobrevivieron aún en presencia de 
la mayor concentración del elemento (gráfico 9). El análisis multivariado mostró 
diferencias significativas para el cobre y la micorrización y para la interacción 
de ambos factores, lo que indica que en las plantas inoculadas la disminución 
de la altura al aumentar la concentración del metal fue menor (cuadro 17). 
 
Gráfico 9. Altura de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con 
Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones de 
cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el error 
estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas entre 
concentraciones de cobre (p<0,05). 
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Cuadro 17. Análisis de Varianza para altura - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 260,276 2 130,138 89,25 0,0000 
 B:cobre 3015,78 5 603,156 413,63 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 252,438 10 25,2438 17,31 0,0000 
RESIDUOS 43,7459 30 1,4582   
TOTAL (CORREGIDO) 3353,84 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El número de hojas fue el mismo en las plantas no inoculadas aún en 
presencia de 1 mM de cobre y en las inoculadas con F. mosseae en presencia de 2 
mM. En las plantas inoculadas la presencia de cobre en una concentración de 4 
mM, produjo la abscisión de un número importante de hojas. Las plantas no 
inoculadas no sobrevivieron a esta concentración de cobre (gráfico 10). 
Adicionalmente el análisis multivariado también indicó que la concentración de 
cobre cumple un rol clave en este proceso, de la misma manera que la 
micorrización es evidente que cambia la respuesta de las plantas a la presencia 
del elemento (cuadro 18). 
 
Gráfico 10. Número de hojas de plantas de pimiento no inoculadas o 
inoculadas con Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 18. Análisis de Varianza para número hojas - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 43,465 2 21,7325 15,90 0,0000 
 B:cobre 564,624 5 112,925 82,63 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 27,7594 10 2,77594 2,03 0,0654 
RESIDUOS 41,0 30 1,36667   
TOTAL (CORREGIDO) 683,523 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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También la longitud de la raíz fue afectada por la presencia de cobre y 
por la inoculación con micorrizas. La longitud de la raíz de las plantas no 
inoculadas fue mayor que de las plantas inoculadas, en concentraciones de 
cobre de hasta 1 mM, sin embargo vale la pena destacar que las diferencias no 
fueron significativas.  
En las plantas inoculadas con F. mosseae la longitud de la raíz fue menor 
en presencia 4 mM de cobre (gráfico 11). Según el análisis multivariado las 
diferencias significativas se observaron en el cobre y en la interacción entre el 
cobre y la micorrización (cuadro 19). 
 
 
Gráfico 11. Longitud de raíz de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas 
con Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones 
de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el 
error estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas 
entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 19. Análisis de Varianza para longitud de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,133735 2 0,0668676 0,23 0,7924 
 B:cobre 251,252 5 50,2504 176,20 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 37,8152 10 3,78152 13,26 0,0000 
RESIDUOS 8,55558 30 0,285186   
TOTAL (CORREGIDO) 262,169 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
El área foliar fue mayor en las plantas micorrizadas que en las plantas no 
inoculadas en todas las concentraciones. En las plantas no inoculadas, el área 
foliar no mostró diferencias significativas hasta 1 mM de cobre, mientras que en 
las plantas micorrizadas las diferencias significativas se dan a partir de 4 mM. 
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Al igual que en otros parámetros analizados, se observó que en las plantas 
micorrizadas existe un umbral de tolerancia al cobre más alto que en las plantas 
no inoculadas (gráfico 12). El análisis multivariado del área foliar presentó 
diferencias significativas en el cobre, la micorrización y la interacción de ambos 
factores, dado que al aumentar la concentración del metal el efecto negativo es 
menor en las plantas inoculadas (cuadro 20). 
 
 
Gráfico 12. Área foliar de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con 
Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones de 
cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el error 
estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas entre 
concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 20. Análisis de Varianza para AF - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 8074,83 2 4037,42 30,59 0,0000 
 B:cobre 37940,9 5 7588,18 57,49 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 3224,63 10 322,463 2,44 0,0286 
RESIDUOS 3959,96 30 131,999   
TOTAL (CORREGIDO) 51747,2 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
El peso seco aéreo de las plantas micorrizadas fue mayor que el de las no 
inoculadas. El efecto del cobre en las plantas no inoculadas e inoculadas se 
observó a partir de 2 mM, aunque las micorrizadas con F. mosseae se 
comportaron como más tolerantes en 2 y 4 mM de cobre (gráfico 13). Según el 
análisis multivariado este parámetro se comportó igual al área foliar (cuadro 
21).  
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Gráfico 13. Peso seco aéreo de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas 
con Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones 
de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el 
error estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas 
entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 21. Análisis de Varianza para PS aéreo - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 6036,2 2 3018,1 5,49 0,0093 
 B:cobre 67097,1 5 13419,4 24,41 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 12338,3 10 1233,83 2,24 0,0426 
RESIDUOS 16492,0 30 549,733   
TOTAL (CORREGIDO) 98470,2 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El peso seco de la raíz fue distinto en las plantas micorrizadas y no 
micorrizadas solamente cuando las mismas crecieron en presencia de 2 mM de 
cobre. En las plantas no inoculadas se observó que a partir de una 
concentración de cobre de 1 mM se produjo una significativa caída del peso 
seco de la raíz. En cambio en las plantas inoculadas con F. mosseae la caída del 
peso seco de la raíz sólo ocurrió en concentraciones de cobre superiores a  2 
mM, ya que sólo se vio afectado con la máxima concentración de cobre (gráfico 
14). El análisis multivariado mostró diferencias significativas en la 
micorrización y el agregado de cobre y en la interacción de ambos, 
demostrando el efecto moderador de la inoculación sobre este parámetro 
(cuadro 22). 
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Gráfico 14. Peso seco de raíz de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas 
con Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones 
de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el 
error estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas 
entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 22. Análisis de Varianza para PS de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,0431343 2 0,0215671 12,56 0,0001 
 B:cobre 0,548642 5 0,109728 63,90 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 0,0655672 10 0,00655672 3,82 0,0021 
RESIDUOS 0,0515136 30 0,00171712   
TOTAL (CORREGIDO) 0,688703 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
El peso seco total en realidad fue un reflejo de los valores observados en 
el peso seco de la parte aérea, es decir, no se observaron diferencias de peso 
significativas entre las plantas micorrizadas y no micorrizadas cuando estas se 
cultivaron en presencia de bajas concentraciones de cobre. Sólo se observaron 
diferencias significativas cuando la concentración de cobre en el medio fue 2 
mM. En cuanto a la mayor concentración de cobre (4 mM) se observó que las 
plantas inoculadas sobrevivieron a esta cantidad del elemento en el suelo 
(gráfico 15). Según el análisis multivariado el peso seco presentó diferencias 
significativas en el cobre, la micorrización y la interacción de ambos, lo que 
evidencia el efecto moderador de la micorrización en este parámetro (cuadro 
23). 
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Gráfico 15. Peso seco total de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas 
con Funneliformis mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones 
de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el 
error estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas 
entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 23. Análisis de Varianza para PS total - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 5984,92 2 2992,46 5,44 0,0096 
 B:cobre 75354,9 5 15071,0 27,42 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 13451,0 10 1345,1 2,45 0,0284 
RESIDUOS 16488,1 30 549,603   
TOTAL (CORREGIDO) 106804, 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
Malekzadeh et al. (2012) reportaron resultados similares a los 
encontrados en este trabajo ya que encontraron que el peso seco de raíces y 
tallos de plantas de tomate se incrementó en presencia de hongos micorrícicos 
creciendo en solución nutritiva con elevadas concentraciones de cobre. Estos 
autores atribuyen el beneficio de la simbiosis al aumento en la absorción de P 
por los hongos micorrícicos. Ott et al. (2002) destacaron que la inhibición del 
crecimiento en plantas con altos niveles de cobre fue debida a la interferencia 
que hace el cobre sobre la absorción del P. Ellos también encontraron que en 
sitios contaminados con MP la inoculación con HMA incrementó la biomasa de 
las plantas aún en presencia de elevados niveles de cobre en el suelo. Según 
Rabie (2005), el peso seco de plantas de poroto rojo y de trigo fueron 
significativamente afectados por la contaminación y negativamente 
correlacionados con la presencia de MP en el suelo. Sin embargo, la inoculación 
con HMA influyó significativamente sobre el crecimiento de las raíces y de los 
tallos, a vista de los valores de pesos secos de ambas especies, en donde la 
presencia del hongo morigeró los efectos inhibitorios de los MP, resultados 
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similares a los encontrados en este trabajo (figura 11). Diversos autores 
reportaron el efecto benéfico de la inoculación con micorrizas sobre el 
crecimiento de las plantas en suelos contaminados con MP (Gaur & Adholeya, 
2004; Ruscitti et al., 2011). Este efecto protector podría estar relacionado con la 
capacidad de adsorción o unión de los metales a la biomasa fúngica asociada a 
las raíces de las plantas hospedantes, lo cual podría minimizar o excluir la 
entrada de los metales a la planta (Cairney & Meharg, 1999). Si bien el 
porcentaje de micorrización se redujo ligeramente en presencia de metales 
pesados, los resultados muestran que los HMA siguen activos en presencia de 
metales pesados. Estos resultados coinciden con los descritos por Leyval et al. 
(1995); Hildebrandt et al. (1999); Vogel-Mikus et al. (2005) quienes encontraron 
que la sensibilidad de los HMA a los MP se manifiesta con una reducción en la 
germinación de esporas, el crecimiento de las hifas o la colonización de las 
raíces. 
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Figura 11. Plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con Funneliformis 
mosseae cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre; A: 0 mM; 
B: 0,25 mM; C: 0,5 mM; D: 1 mM; E: 2 mM y F: 4 mM de SO4Cu. 5H2O. 
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Evaluación de parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas en presencia de cobre, en condiciones de 
hidroponia.  
El índice mitótico, expresado como el porcentaje de células en mitosis 
sobre el total de células observadas, disminuyó al aumentar la concentración de 
cobre en la solución. También se observó que las plantas inoculadas con 
Funneliformis mosseae presentaron, en general, valores de índice mitótico más 
bajos que las plantas sin inocular (tabla 8). Los bajos valores de índice mitótico 
en las concentraciones más altas de cobre, explican la baja tasa de crecimiento 
de las raíces como se pudo observar en los anteriores experimentos.  
Tabla 8. Índice mitótico de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con 
Funneliformis mosseae, determinado 24 horas después del agregado de cobre a la 
solución nutritiva.  
 Índice mitótico (%) 
Cu (µM) No inoculado Funneliformis 
mosseae 
0 5,0aA 3,4aB 
10 3,7bA 1,9bB 
50 1,8bcA 2,1bA 
100 1,3cA 1,3cA 
200 1,1cA 0,7dA 
1000 0,2dA 0,4dA 
Se presentan los valores promedio, letras minúsculas distintas indican 
diferencias significativas en la columna, letras mayúsculas distintas indican 
diferencias significativas en la fila (p<0,05). 
Los resultados de este trabajo concuerdan con los reportados por Ronco 
et al. (2008) quienes observaron en plantas de pimiento que la inoculación con 
G. mosseae disminuyó el índice mitótico en todos los tratamientos, en este caso, 
con diferentes concentraciones del herbicida glifosato. A mayor concentración 
del herbicida, correspondió un menor índice mitótico, de la misma manera en 
este trabajo se encontró que el índice mitótico disminuyó al aumentar el estrés 
por cobre. Estos resultados coinciden con los descritos por Fusconi et al. (1999) 
que encontraron que la micorrización con G. mosseae afectó la actividad mitótica 
de las células meristemáticas.  Según los estudios realizados por Martínez 
Trujillo et al. (2009) la actividad mitótica de la raíz primaria de Arabidopsis no 
fue afectada por concentraciones de cobre en el orden de 0 hasta 65 μM, 
mientras que la actividad se perdió en presencia de 80 y 90 μM. En las raíces 
laterales la actividad mitótica fue normal con 65 μM de cobre y disminuyó con  
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80 y 90 μM del elemento, lo que sugiere que si bien el crecimiento es afectado 
por la presencia del cobre, éste continúa y no se pierde por completo. El mismo 
autor describe que el crecimiento de la raíz primaria se inhibe gradualmente 
conforme se aumenta la concentración de cobre y en las condiciones 
experimentales utilizadas a 90 μM se inhibió por completo. 
En este trabajo, a pesar que el cobre inhibió el crecimiento de la raíz 
primaria, las plantas compensaron esto desarrollando abundantes raíces 
laterales, lo que resultó en una alteración de la arquitectura de la raíz. Del 
mismo modo, Elizarrarás (2005) y Ortiz-Castro et al. (2007) demostraron que el 
aluminio y el cromo, en concentraciones mínimas actúan inhibiendo el 
crecimiento de la raíz principal de las plantas, las que desarrollaron raíces 
laterales en una respuesta similar a la observada en estos ensayos en que se 
adicionó cobre al medio. Esta estrategia posiblemente le permite a las plantas 
aumentar la superficie del sistema radical para contrarrestar el efecto que tiene 
la presencia de los metales sobre la raíz principal y de esta manera se mantiene 
la tasa de absorción de nutrientes. En las condiciones experimentales utilizadas 
la inhibición del crecimiento de la raíz primaria se correlacionó con la 
disminución de la actividad mitótica. Alteraciones celulares similares han sido 
reportadas en plántulas de maíz sumergidas en una solución suplementada con 
50 μM de aluminio (Doncheva et al., 2005). 
La conductancia estomática disminuyó al aumentar la concentración de 
cobre en la solución, a partir de 100 µM de cobre (gráfico 16), esta respuesta 
puede relacionarse con el daño que produce el metal en las raíces y la 
consecuente menor absorción de agua y nutrientes de la solución. Ante un 
balance hídrico desfavorable, una de las primeras respuestas de las plantas es el 
cierre estomático, o disminución de la conductancia estomática, con el objetivo 
de reducir la transpiración.  En todas las concentraciones ensayadas, las plantas 
micorrizadas presentaron valores mayores que las plantas no micorrizadas, lo 
que indicaría que la micorrización atenúa el efecto provocado por el metal 
pesado. De esta manera las plantas mantienen abiertos los estomas y la 
producción de biomasa no es afectada (Yano-Melo et al., 1999; Vinit-Dunand et 
al., 2002; Wu & Xia, 2006). Todo esto fue confirmado por la resistencia 
estomática, que es la inversa de la conductancia, y mostró el mismo 
comportamiento (gráfico 17). La temperatura de la hoja aumentó gradualmente 
acompañando el aumento de la concentración de cobre, aumento que además 
fue mayor en las plantas no inoculadas. En éstas últimas se observó un aumento 
significativo de la temperatura a partir de la presencia de cobre en 
concentraciones de 50 µM y con concentraciones similares o superiores a 200 
µM. En las plantas micorrizadas el aumento de temperatura de las hojas se 
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observó a partir de concentraciones de cobre de 100 µM. El aumento de la 
temperatura está directamente relacionado con el aumento de la resistencia 
estomática y esto se debe al efecto refrigerante de la transpiración en las plantas 
(gráfico 18). 
Según el análisis multivariado la conductancia estomática presentó 
diferencias significativas con la micorrización, las concentraciones de cobre y la 
interacción de ambos factores (cuadro 24). Mientras que para la resistencia 
estomática presentó diferencias sólo para la micorrización y el cobre (cuadro 
25), y la temperatura para las concentraciones de cobre (cuadro 26). 
 
Gráfico 16. Conductancia estomática de plantas de pimiento no inoculadas e 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 24. Análisis de Varianza para conductancia estomática - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 15466,0 1 15466,0 22,83 0,0000 
 B:cobre 57388,0 5 11477,6 16,94 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 9112,73 5 1822,55 2,69 0,0320 
RESIDUOS 32523,4 48 677,571   
TOTAL (CORREGIDO) 114490, 59    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Gráfico 17. Resistencia estomática de plantas de pimiento no inoculadas e 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 25. Análisis de Varianza para resistencia estomática - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 1142,21 1 1142,21 13,99 0,0005 
 B:cobre 5018,54 5 1003,71 12,30 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 879,884 5 175,977 2,16 0,0747 
RESIDUOS 3917,82 48 81,6212   
TOTAL (CORREGIDO) 10958,5 59    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Gráfico 18. Temperatura de hoja de plantas de pimiento no inoculadas e 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 26. Análisis de Varianza para temperatura de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,72 1 0,72 0,43 0,5125 
 B:cobre 622,092 5 124,418 75,03 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 14,6544 5 2,93088 1,77 0,1333 
RESIDUOS 99,492 60 1,6582   
TOTAL (CORREGIDO) 736,958 71    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Birhane et al. (2012) encontraron que las plantas que conservaron más 
agua en situación de estrés mantuvieron los estomas abiertos durante un 
período de tiempo más largo, lo que condujo a un incremento de la asimilación 
neta. La simbiosis con HFMA genera condiciones que conducen a un mejor 
estado hídrico de la planta que resulta en una mayor conductancia estomática 
respecto de las plantas no micorrizadas, lo que coincide con los resultados 
encontrados en este trabajo, en el que la conductancia estomática fue afectada 
por la micorrización. Querejeta et al. (2003) encontraron que el uso de hongos 
micorrícicos provocó un aumento en la conductancia estomática en una especie 
de crecimiento lento como Olea europaea ssp. sylvestris pero no así en una especie 
de crecimiento rápido como Rhamnus lycioides. Por otro lado, Davies et al. (2002) 
trabajando con girasol observaron que el cromo afectó negativamente la 
conductancia estomática, resultado similar al encontrado en las plantas de 
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pimiento cuando se expusieron al cobre en este trabajo. Kastori et al. (1992), 
describieron en plantas de girasol cultivadas en presencia de Zn, Cu, Pb y Cd 
resultados similares a los encontrados en este trabajo en lo que hace a la 
conductancia estomática, más aún estos autores afirmaron que en presencia de 
estos metales el número de estomas por unidad de área aumentó y el tamaño de 
los mismos disminuyó concluyendo que el exceso de MP afectó 
significativamente el status hídrico de las plantas causando un déficit hídrico y 
subsecuentemente cambios morfológicos y fisiológicos en las mismas. 
 
Cuando se aumentó el cobre en el medio, el índice de verdor disminuyó 
tanto en las plantas micorrizadas como no micorrizadas. En las no inoculadas se 
observó una disminución significativa a partir de 50 µM, mientras que en las 
inoculadas esa reducción se observó a partir de una concentración de 100 µM. 
En todas las concentraciones de cobre ensayadas las plantas inoculadas con F. 
mosseae que se cultivaron en esos medios presentaron mayores índices de 
verdor que las plantas no inoculadas, aunque las diferencias no fueron 
significativas (gráfico 19). Sin embargo, el análisis multivariado mostró 
diferencias significativas al modificarse las concentraciones de cobre y con la 
interacción micorrización : cobre (cuadro 27). Estos resultados son similares a 
los reportados por Yurekli & Porgali (2006) quienes observaron que el 
contenido de clorofila disminuyó con la presencia de 100 µM de cobre en el 
medio.  
 
Gráfico 19. Índice de verdor de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas 
con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones 
de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el 
error estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas 
entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
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Cuadro 27. Análisis de Varianza para SPAD - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 8,82 1 8,82 0,46 0,5010 
 B:cobre 3786,35 5 757,27 39,35 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 339,559 5 67,9118 3,53 0,0073 
RESIDUOS 1154,78 60 19,2463   
TOTAL (CORREGIDO) 5289,5 71    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
La determinación de malonildialdehído en tejidos de la raíz presentó 
valores bajos y no mostró diferencias significativas con las distintas 
concentraciones de cobre ni con la inoculación (gráfico 20). No se observaron 
diferencias significativas en el análisis multivariado (cuadro 28). 
 
 
Gráfico 20. Contenido de MDA en raíz de plantas de pimiento no inoculadas e 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 28. Análisis de Varianza para MDA de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,743016 1 0,743016 0,76 0,3878 
 B:cobre 12,545 5 2,509 2,58 0,0529 
INTERACCIONES      
 AB 9,50248 5 1,9005 1,95 0,1093 
RESIDUOS 35,0054 36 0,972373   
TOTAL (CORREGIDO) 57,7959 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El MDA determinado en las hojas presentó valores superiores a los 
encontrados en la raíz y además se encontraron efectos significativos de la 
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presencia de cobre y la inoculación. Junto con el aumento de cobre en el medio 
aumentó el MDA. Más aún, en las plantas no inoculadas se observaron 
diferencias significativas entre los tratamientos cuando la concentración de 
cobre fue de 1000 µM, mientras que en las plantas inoculadas esa diferencia 
significativa se observó a partir de 50 µM.  En las plantas cultivadas en 
presencia de 100, 200 y 1000 µM de cobre, el contenido de MDA de las plantas 
micorrizadas fue mayor que los controles (gráfico 21). El análisis multivariado 
indicó diferencias significativas en la interacción micorrización : cobre (cuadro 
29). 
 
 
Gráfico 21. Contenido de MDA en hoja de plantas de pimiento no inoculadas e 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 29. Análisis de Varianza para MDA de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 6,32273 1 6,32273 1,35 0,2531 
 B:cobre 47,951 5 9,5902 2,05 0,0953 
INTERACCIONES      
 AB 92,5021 5 18,5004 3,95 0,0059 
RESIDUOS 168,727 36 4,68687   
TOTAL (CORREGIDO) 315,503 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
  
 Los resultados de este trabajo son similares a los reportados por 
Muradoglu et al. (2015), que encontró en frutilla que la concentración de MDA 
en las hojas fue mayor que en la raíz cuando las plantas se cultivaron en 
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presencia de Cd. Es decir que en pimiento y en frutilla, en las raíces de estas 
plantas los metales pesados no provocan alteraciones en la membrana de las 
células de la raíz. En contraposición, Yurekli & Porgali (2006) determinaron en 
poroto que el incremento en la peroxidación de los lípidos después del 
tratamiento con 100 µM de cobre fue significativo en raíz, pero no en tallos y 
hojas.  
La conductividad relativa de la raíz, como indicador de daño de las 
membranas celulares, aumentó al aumentar las concentraciones de cobre y en 
todos los casos fue mayor en las plantas no inoculadas. En éstas últimas se 
produjo un aumento significativo a partir de 50 µM, mientras que en las 
inoculadas con Funneliformis mosseae ese aumento se produjo a partir de 100 µM. 
Las plantas no inoculadas alcanzaron valores mayores al 50%, mientras que las 
inoculadas no alcanzaron 40%, en la máxima concentración de cobre, lo que 
indicaría que la micorrización atenuó el daño en las membranas de la raíz 
(gráfico 22). Lo que estaría confirmando los resultados encontrados en lo que 
hace a la peroxidación de lípidos de membrana. 
La conductividad relativa de las hojas de las plantas de pimiento fue baja 
y no se modificó con la concentración de cobre ni con la micorrización, 
alcanzando valores inferiores al 15% (gráfico 23). El análisis multivariado para 
la conductividad relativa, mostró que en raíz, las diferencias significativas están 
dadas por la micorrización, el cobre y la interacción de ambos, en hoja no se 
observaron diferencias significativas y, según los valores alcanzados, no se 
puede aseverar que las membranas celulares hayan sido dañadas por acción del 
cobre (cuadros 30 y 31 respectivamente). 
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Gráfico 22. Conductividad relativa en raíz de plantas de pimiento no 
inoculadas e inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de 
distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 30. Análisis de Varianza para CR de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 2189,44 1 2189,44 296,92 0,0000 
 B:cobre 4416,9 5 883,38 119,80 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 686,712 5 137,342 18,63 0,0000 
RESIDUOS 265,454 36 7,37372   
TOTAL (CORREGIDO) 7558,51 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
Gráfico 23. Conductividad relativa en hoja de plantas de pimiento no 
inoculadas e inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de 
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distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 31. Análisis de Varianza para CR de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 26,7569 1 26,7569 23,56 0,1200 
 B:cobre 43,3528 5 8,67055 7,64 0,0901 
INTERACCIONES      
 AB 70,6989 5 14,1398 12,45 0,0276 
RESIDUOS 40,8799 36 1,13555   
TOTAL (CORREGIDO) 181,688 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 Los resultados de este trabajo muestran que el cobre afectó la integridad 
de las membranas celulares, lo que se puso en evidencia por la liberación de 
electrolitos, que fue significativamente mayor en las plantas no inoculadas que 
en las inoculadas y en las raíces más que en las hojas, resultados similares 
fueron reportados por Ruscitti et al. (2011), en plantas cultivadas en presencia 
de concentraciones tóxicas de cromo en el suelo. Davies et al. (2002) propuso 
que los primeros efectos sobre las membranas celulares de la raíz por acción del 
cromo podrían atribuirse al alto potencial de reducción del Cr6+ el cual es 
retenido en las vacuolas y paredes celulares de la raíz, mientras que el Cr que 
alcanza las hojas es principalmente Cr3+. Resultados similares se observaron en 
plantas de maíz sometidas a concentraciones elevadas de Cd (Krantev et al., 
2008). En el caso del cobre, los iones Cu2+ pueden interactuar con los grupos S y 
N en las proteínas celulares, que de esta manera podrían alterar los canales 
iónicos de las membranas, lo cual promovería un alto flujo de iones de las 
células (Bačkor et al., 2007).  
 
El modelo proteico de la hoja fue modificado por la alta concentración de 
Cu y por la micorrización. El aumento en la concentración de Cu provocó una 
modificación del perfil proteico comprendido entre los 94 y 67 kDa. Las plantas 
micorrizadas, en presencia de Cu presentaron un polipéptido de 
aproximadamente 73 kDa, que sería el resultado de la inoculación y exposición 
al metal pesado ya que estas bandas no están presentes en las plantas no 
inoculadas (figura 12). El patrón proteico de la raíz también fue modificado por 
el Cu y la micorrización. Con el aumento en la concentración de cobre se 
observó una disminución en el contenido de proteínas. Las plantas 
micorrizadas presentaron un polipéptido de aproximadamente 112 kDa, que de 
la misma forma que la proteína de 73 kDa en la parte aérea aparece en 
respuesta a la micorrización (figura 13). 
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Figura 12. Patrón proteico de hojas de plantas de pimiento no inoculadas o 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre, mediante SDS-PAGE, m: marcador de peso 
molecular, 1: 0 µM, 2: 10 µM, 3: 50 µM, 4: 100 µM, 5: 200 µM y 6: 1000 µM.   
 
    
 
Figura 13. Patrón proteico de raíces de plantas de pimiento no inoculadas o 
inoculadas con Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre, mediante SDS-PAGE, m: marcador de peso 
molecular, 1: 0 µM, 2: 10 µM, 3: 50 µM, 4: 100 µM, 5: 200 µM y 6: 1000 µM.   
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Jonak et al. (2004) trabajando con alfalfa expuesta a altas concentraciones 
de cadmio y cobre, observaron que la detoxificación de los metales pesados 
estuvo relacionada a cambios en la expresión de genes, síntesis de péptidos y 
proteínas quinasas. Estos autores encontraron cuatro quinasas que se activan 
rápidamente por efecto del cobre, mientras que las mismas proteínas también 
son inducidas por el cadmio, aunque esta respuesta es más lenta. Zhang et al. 
(2009) encontraron resultados similares en arroz, en donde las elevadas 
concentraciones de cobre no sólo inhibieron la germinación de las semillas, 
además indujeron la síntesis de proteínas de bajo peso molecular, las que 
aparentemente estarían involucradas en mecanismos de tolerancia y respuesta a 
la toxicidad al cobre. En este trabajo, se observaron cambios en la expresión de 
proteínas en relación a la presencia de cobre y de la micorrización. Si bien no se 
realizaron estudios tendientes a identificar la actividad biológica del 
polipéptido, el hecho de que la presencia del mismo dependa de la presencia 
del cobre y de la micorrizacion sugiere que la inoculación con HMA 
contribuiría a que las plantas toleren concentraciones superiores de cobre. 
Varios autores han observado en plantas micorrizadas diferencias en el patrón 
de expresión de proteínas en respuesta a los MP (Ouziad et al. 2005; 
Hildebrandt et al. 2007) o bajo otros estreses abióticos (Sannazzaro et al., 2007).  
El área foliar de las plantas de pimiento cultivadas en hidroponía, 
disminuyó al aumentar la concentración de cobre. En las plantas no inoculadas 
se observó una disminución significativa a partir de 50 µM y una caída aún 
mayor en las plantas cultivadas en presencia de 1000 µM. En las plantas 
micorrizadas también se produjo una reducción del área a partir de 50 µM y de 
200 µM. En todos los tratamientos las plantas micorrizadas mostraron mayor 
área foliar que las no inoculadas (gráfico 24). El análisis multivariado mostró 
diferencias significativas en área foliar para micorrización, cobre y la interacción 
de ambos factores, demostrando que la micorrización atenúa el efecto tóxico del 
metal en el área foliar (cuadro 32). 
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Gráfico 24. Área foliar de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con 
Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de 
cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el error 
estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas entre 
concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 32. Análisis de Varianza para AF - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 67200,3 1 67200,3 16,27 0,0003 
 B:cobre 1,43987E6 5 287974, 69,72 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 105460, 5 21092,0 5,11 0,0012 
RESIDUOS 148696, 36 4130,44   
TOTAL (CORREGIDO) 1,76123E6 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El peso seco de las plantas cultivadas en hidroponía, disminuyó con el 
agregado del cobre en la solución, aunque las diferencias fueron significativas a 
partir de 200 µM, tanto en las plantas inoculadas como en las no inoculadas 
(gráfico 25) (figura 14). Según el análisis multivariado las diferencias 
significativas en el peso seco se observaron con el aumento de la concentración 
de cobre en la solución (cuadro 33). 
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Gráfico 25. Peso seco de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con 
Funneliformis mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de 
cobre. Se presentan los valores promedio, las barras verticales muestran el error 
estándar de la media y las letras distintas indican diferencias significativas entre 
concentraciones de cobre (p<0,05). 
Cuadro 33. Análisis de Varianza para PS - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 1,91467 1 1,91467 1,23 0,2747 
 B:cobre 204,026 5 40,8053 26,22 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 7,22941 5 1,44588 0,93 0,4737 
RESIDUOS 56,0319 36 1,55644   
TOTAL (CORREGIDO) 269,202 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Mirlean et al. (2007) en plantas de vid cultivadas en presencia de altas 
concentraciones de cobre, observaron una disminución en el peso seco y área 
foliar, sugiriendo que algunos procesos metabólicos podrían ser afectados por 
las altas concentraciones del metal. Malekzadeh et al. (2012) observaron que la 
colonización micorrícica hizo que las plantas de tomate acumularan mas 
materia seca y tuvieran un mayor área foliar que las plantas no micorrizadas en 
presencia de metales pesados, que de la misma forma que los resultados de este 
trabajo indican que la micorrización promueve el crecimiento de las plantas en 
esta situación. Malekzadeh et al. (2012) atribuyeron la respuesta a una menor 
traslocación de los metales pesados hacia los tallos y a la acumulación de estos 
en las estructuras fúngicas representando una barrera biológica que podría 
proteger a la planta, en coincidencia con Joner et al. (2000) que encontraron que 
el micelio de algunos Glomus spp. atrapa los metales pesados.  
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Figura 14. Plantas de pimiento 
cultivadas en hidroponía en 
presencia de distintas 
concentraciones de cobre, (A) 
no inoculadas,  (B) inoculadas 
y (C) detalle de hoja con 
síntomas de toxicidad por 
cobre, expuesta a la máxima 
concentración (1000 µM). 
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Evaluación de parámetros morfológicos y fisiológicos de plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas en presencia de cobre, en suelo. 
En un suelo sin Cu, la colonización fue de 48%, 46% y 73,3% para NI, FM 
y RI respectivamente (tabla 9). El aumento de la concentración de Cu provocó 
una disminución en el porcentaje de colonización en todos los tratamientos 
analizados. En las plantas NI el porcentaje de micorrización con 8 mM de Cu 
fue de 4% mientras que fue de 25% y 58% para FM y RI respectivamente. Estos 
datos sugieren que la interacción de los hongos nativos es más sensible que los 
inoculados a la presencia de cobre (tabla 9). 
La viabilidad de las hifas expresada como la actividad de la enzima 
succinato deshidrogenasa (SDH) fue de 43%, 42% y 60% para NI, FM y RI 
respectivamente, en el suelo libre de Cu. El agregado de 2mM de Cu al suelo no 
afectó la viabilidad de las estructuras fúngicas independientemente del inóculo. 
El agregado de 8mM de Cu afectó significativamente la actividad de esta 
enzima que presentó valores de 2%, 21% y 53% para NI, FM y RI 
respectivamente. La dependencia micorrícica en Cu0 fue de 15 y 22% para FM y 
RI respectivamente, y aumentó significativamente a 30 y 50% para FM y RI 
respectivamente, con el incremento a Cu8 en el suelo (tabla 9).  
 
Tabla 9. Porcentaje de colonización (M), porcentaje de hifas viables (SDH) y 
dependencia micorrícica (DM) de plantas de pimiento no inoculadas (NI) o 
inoculadas con Funneliformis mosseae (FM) o Rhizophagus intraradices (RI), 
cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre en el suelo.  
 No inoculadas Funneliformis 
mosseae 
Rhizophagus intraradices  
 
Cu 
(mM) 
M 
(%) 
SDH 
(%) 
DM 
(%) 
M 
(%) 
SDH 
(%) 
DM 
(%) 
M 
(%) 
SDH 
(%) 
DM 
(%) 
 
 
0 
 
48a 
 
43a 
 
- 
 
46a 
 
42a 
 
14,80b 
 
73,3a 
 
60a 
 
21,65bc 
2 44a 43a - 42a 41a 39,52a 66,2a 61a 36,51b 
4 36a 33a - 36a 30ab 18,95b 59a 57a 15,15c 
8 4b 2b - 25b 21b 30,00a 58a 53a 49,77a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05).  
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Numerosos estudios han descrito la influencia de las micorrizas sobre la 
tolerancia de las plantas a los metales pesados, observándose una amplia gama 
de respuestas. Una de las preguntas que nos hemos planteado en este trabajo es 
si diferentes especies de HMA son afectadas diferencialmente por la presencia 
de metales pesados en el suelo. Heggo et al. (1990) y Ruscitti et al. (2011) han 
descripto que la sensibilidad de los hongos a altas concentraciones de MP se 
presenta como una reducción o retraso de su habilidad para colonizar las 
plantas. En este trabajo, Rhizophagus intraradices mostró una mayor capacidad 
de colonización que Funneliformis mosseae y mantuvo niveles similares de 
colonización a 2 y 4 mM de cobre, siendo estos valores más altos que los 
reportados por Kaya et al. (2009) para Glomus clarum; por Ruscitti et al. (2011) y 
Cekic et al. (2012) para F. mosseae y R. intraradices, y por Ronco et al. (2008) para 
F. mosseae. Sin embargo, la colonización micorrícica de las raíces de pimiento 
fue reducida significativamente por la mayor concentración de cobre. 
Resultados similares fueron descritos por Pawlowska & Charvat (2004) quienes 
demostraron que R. intraradices fue más tolerante en presencia de otros metales. 
Los resultados de este trabajo demuestran que la habilidad de R. intraradices 
para colonizar las raíces de pimiento disminuye al incrementarse el nivel de 
cobre. Tal cual era de esperar la viabilidad de las hifas fue mayor en ausencia de 
cobre y disminuyó en relación directa con el incremento de su concentración. La 
sensibilidad a la toxicidad por cobre fue reflejada por la reducción de la 
viabilidad de las hifas que fue mayor en Funneliformis mosseae que en 
Rhizophagus intraradices en la medida que el contenido de cobre en el suelo fue 
mayor. En este trabajo, las plantas de pimiento micorrizadas con F. mosseae, R. 
intraradices y las colonizadas por hongos nativos si bien no fueron afectadas por 
2 y 4 mM de cobre, si lo fueron por concentraciones mayores como 8 mM. En 
este contexto, el inóculo nativo fue más afectado que los inóculos de hongos 
introducidos tal cual lo describió Yruela (2005). Por otro lado, se han reportado 
en suelos con elevados niveles de cobre, altos niveles de colonización 
micorrícica, indicando que los HMA son tolerantes a concentraciones 
relativamente altas de este metal. Sin embargo, la respuesta de las micorrizas 
arbusculares a los metales pesados no es uniforme y se ha observado gran 
variabilidad dependiendo de la combinación hongo-planta (Hall, 2002). 
 La dependencia micorrícica (DM), es decir, la relación entre la biomasa 
de las plantas micorrizadas y las no micorrizadas, alcanzó valores de 30% y 50% 
en plantas cultivadas en presencia de la mayor concentración de cobre, con F. 
mosseae y R. intraradices respectivamente. Ruscitti et al. (2011) y  Davies et al. 
(2002) presentaron resultados similares en plantas de pimiento y girasol, 
respectivamente que crecieron en presencia de altos niveles de cobre en el suelo. 
El valor de DM demostró claramente que el pimiento es afectado por los MP, ya 
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que, sin cobre la dependencia fue del 15% y 22% para F. mosseae y R. intraradices 
respectivamente, lo cual demostró la relación favorable entre el pimiento y el 
inóculo utilizado.  
El peso seco total de las plantas micorrizadas fue mayor que el de las 
plantas NM independientemente del inóculo utilizado. La presencia de cobre 
redujo el peso seco total a partir de 4 mM en las plantas inoculadas con FM y RI, 
mientras que en las NI esa disminución se observó a partir de 2mM. Con 8 mM 
de Cu, las plantas inoculadas con Rhizophagus intraradices crecieron mas ya que 
alcanzaron valores de peso seco total 50% mayor que las NI y en las inoculadas 
con Funneliformis mosseae el peso seco fue un 30% mayor (gráfico 26).  
El aumento de cobre en el suelo provocó una reducción del área foliar, 
tanto en las plantas inoculadas como en las NI, siendo mayor el área foliar en 
las inoculadas respecto a las NI. En ausencia de Cu, las plantas inoculadas con 
F. mosseae y con R. intraradices presentaron 25% mas área foliar que las NI, 
mientras que con el agregado de 8 mM de Cu el aumento fue de 36% para F. 
mosseae y de 30% para R. intraradices (gráfico 27). 
El análisis multivariado mostró diferencias significativas en el peso seco 
total para la micorrización, el cobre y la interacción micorrización : cobre 
(cuadro 34). Mientras que para el área foliar las diferencias significativas se 
observaron para la micorrización y las concentraciones de cobre (cuadro 35). 
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Gráfico 26. Peso seco de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con  
Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices cultivadas en presencia de 
distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
 
Gráfico 27. Área foliar de plantas de pimiento no inoculadas e inoculadas con  
Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices cultivadas en presencia de  
distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
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Cuadro 34. Análisis de Varianza para PS total - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 11,966 2 5,98301 33,78 0,0000 
 B:cobre 49,7633 3 16,5878 93,65 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 2,79244 6 0,465407 2,63 0,0324 
RESIDUOS 6,37683 36 0,177134   
TOTAL (CORREGIDO) 70,8986 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 35. Análisis de Varianza para área foliar - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 59180,4 2 29590,2 16,90 0,0000 
 B:cobre 317606, 3 105869, 60,46 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 5968,88 6 994,814 0,57 0,7528 
RESIDUOS 63037,7 36 1751,05   
TOTAL (CORREGIDO) 445793, 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 En el presente estudio, la colonización micorrícica mostró una relativa 
tolerancia a las concentraciones de cobre en el suelo, consideradas dentro del 
rango de riesgo, estos resultados coinciden con los descritos por Mirlean et al. 
(2007). Los resultados de este trabajo muestran que en ausencia de cobre las 
plantas inoculadas crecieron más y entre éstas las inoculadas con R. intraradices 
fueron las que más crecieron, el efecto detrimental producido por la presencia 
de cobre fue mayor en las plantas no inoculadas. En las concentraciones más 
altas de cobre ensayadas el área foliar y el peso seco mostraron una reducción 
respecto al control, resultados que son similares a los descritos por Singh & 
Sinha (2004). En este trabajo la presencia de cobre no sólo redujo el peso seco 
sino también el área foliar de las plantas de pimiento, resultados similares 
fueron encontrados por Singh & Agrawal (2007) en Beta vulgaris y Moreno et al. 
(1997) en lechuga. 
El contenido de carotenoides y clorofila, no presentó diferencias 
significativas, en este ensayo, entre las plantas de los diversos tratamientos sea 
inoculados y no inoculados y las diversas concentraciones de cobre en el suelo. 
Más aún tampoco se encontraron diferencias en el contenido de clorofila a y b 
(datos no mostrados) (tabla 10, cuadro 36 y 37). En contraposición con estos 
resultados Ruscitti et al. (2011) observaron una disminución en el contenido de 
clorofila a, b, total y carotenos utilizando concentraciones elevadas de cromo. 
La liberación de solutos, medida como la conductividad relativa (%) 
presentó en general valores mayores en raíz que en hoja dependiendo de las 
concentraciones de Cu y los inóculos utilizados. La mayor liberación de 
electrolitos de las hojas, se observó en las NI con la mayor concentración de Cu 
en el suelo. La CR en hoja fue mayor al aumentar el contenido de Cu, en las NI 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 124 
 
se observaron diferencias significativas entre 8 mM y el resto de las 
concentraciones y en las inoculadas con FM se observaron diferencias 
significativas entre 0 y 2 mM frente a 4 y 8 mM. En las plantas micorrizadas con 
R. intraradices se observó la misma tendencia. La interacción micorriza y Cu no 
presentó diferencias significativas. En la raíz, la mayor liberación de electrolitos 
se produjo en las NI con 8 mM, con diferencias significativas respecto al resto 
de las concentraciones y un aumento de la liberación de electrolitos de 31,5% 
entre el control (Cu0) y 8 mM de Cu. Las plantas inoculadas con F. mosseae  no 
presentaron diferencias significativas al aumentar la concentración de Cu, 
excepto en Cu8. En las plantas RI se observó un incremento que fue 
significativo entre todas las concentraciones, siendo de 36%, entre Cu0 y Cu8 y 
26% entre Cu2 y Cu8. En la máxima concentración de Cu, las plantas inoculadas 
con  F. mosseae  mostraron el mejor comportamiento respecto a este parámetro 
analizado (tabla 11). El análisis multivariado mostró diferencias significativas 
para la micorrización, el cobre y en la interacción de ambos factores en la CR de 
raíz (cuadro 38) y sólo para el cobre en la CR de hoja (cuadro 39). 
Las membranas celulares son las primeras estructuras afectadas por el 
estrés. La medida de la liberación de electrolitos de los tejidos vegetales es un 
método clásico para estimar la integridad de las membranas en respuesta a los 
estreses ambientales. La prevención de la peroxidación de los lípidos y el 
mantenimiento de la integridad de las membranas han sido considerados 
procesos clave en la tolerancia al estrés (Beltrano et al., 2013b). Nuestros datos 
muestran que el efecto del cobre sobre las membranas, expresado como 
liberación de electrolitos, fue significativamente mayor en las plantas no 
inoculadas comparado con las inoculadas y en la raíz comparado con las hojas, 
esto coincide con lo descripto por Kaya et al. (2009). En nuestro estudio, la 
liberación de electrolitos de raíz y hoja de las plantas no micorrizadas fue 
afectada por la mayor concentración de cobre; mientras que en las plantas 
micorrizadas la liberación fue menor y se incrementó moderadamente 
demostrando que la inoculación mantuvo la integridad de las membranas, 
coincidiendo con Beltrano & Ronco (2008); Evelin et al. (2012) y Beltrano et al. 
(2013a).   
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Tabla 10. Contenido de clorofila total (Cl) y carotenoides (Cr) de plantas de 
pimiento no inoculadas o inoculadas con  Funneliformis mosseae o Rhizophagus 
intraradices, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre en el 
suelo.  
 No inoculadas 
 
Funneliformis 
mosseae  
Rhizophagus 
intraradices  
Cu 
(mM) 
Cl 
(µg ml-1) 
Cr 
(µg ml-1) 
Cl 
(µg ml-1) 
Cr 
(µg ml-1) 
Cl 
(µg ml-1) 
  Cr 
(µg ml-1) 
 
0 
 
6,88a 
 
1,21a 
 
5,60a 
 
1,25a 
 
6,47a 
 
1,30a 
2 6,46a 1,22a 5,29a 1,28a 6,84a 1,24a 
4 5,99a 1,16a 6,48a 1,14a 5,85a 1,22a 
8 6,79a 1,14a 6,09a 1,11a 7,23a 1,18a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 36. Análisis de Varianza para clorofila total - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 5,23345 2 2,61672 2,17 0,1292 
 B:cobre 2,53629 3 0,845431 0,70 0,5581 
INTERACCIONES      
 AB 6,86311 6 1,14385 0,95 0,4740 
RESIDUOS 43,4682 36 1,20745   
TOTAL (CORRERIDO) 58,1011 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 
Cuadro 37. Análisis de Varianza para carotenos - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,022598 2 0,011299 0,21 0,8107 
 B:cobre 0,102826 3 0,0342752 0,64 0,5940 
INTERACCIONES      
 AB 0,0238555 6 0,00397591 0,07 0,9982 
RESIDUOS 1,92671 36 0,0535196   
TOTAL (CORRERIDO) 2,07598 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Tabla 11. Liberación de electrolitos de las membranas celulares de raíz (LE raíz) 
y de hoja (LE hoja) de plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con  
Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, cultivadas en presencia de 
distintas concentraciones de cobre en el suelo.  
 No inoculadas 
 
Funneliformis 
mosseae  
Rhizophagus 
intraradices  
Cu 
(mM) 
LE raíz 
(%) 
LE hoja 
(%) 
LE raíz 
(%) 
LE hoja 
(%) 
LE raíz 
(%) 
LE hoja 
   (%) 
 
0 
 
34,00b 
 
29,11b 
 
31,20b 
 
31,73b 
 
28,21d 
 
30,4b 
2 37,56b 33,36b 30,50b 32,03ab 32,54c 33,57ab 
4 37,12b 33,48b 30,23b 34,59a 35,43b 35,27a 
8 49,6a 40a 37,56a 38,00a 43,80a 36,28a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 38. Análisis de Varianza para CR de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 445,485 2 222,742 24,73 0,0000 
 B:cobre 1001,43 3 333,81 37,06 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 150,531 6 25,0886 2,79 0,0250 
RESIDUOS 324,273 36 9,00759   
TOTAL (CORRERIDO) 1921,72 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 39. Análisis de Varianza para CR de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 11,7734 2 5,8867 0,72 0,4952 
 B:cobre 375,898 3 125,299 15,25 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 47,055 6 7,8425 0,95 0,4692 
RESIDUOS 295,707 36 8,21408   
TOTAL (CORRERIDO) 730,433 47    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La fotosíntesis neta disminuyó significativamente a medida que aumentó 
la concentración de cobre en el suelo, independientemente del inóculo utilizado. 
Las plantas inoculadas con F. mosseae y R. intraradices mantuvieron valores más 
altos en su función fotosintética con 8 mM de cobre, respecto a las no 
inoculadas (tabla 12). En las plantas NI la transpiración y la conductancia 
estomática no mostraron diferencias significativas con el aumento del cobre en 
el suelo. En las plantas inoculadas con F. mosseae, en cambio, la transpiración y 
la conductancia estomática disminuyeron significativamente con el aumento del 
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cobre. Mientras que con R. intraradices disminuyó significativamente la 
transpiración, aunque la conductancia estomática no se modificó. La eficiencia 
en el uso del agua disminuyó significativamente en 4 y 8 mM en las plantas no 
inoculadas, mientras que en las plantas inoculadas, no se modificó 
independientemente del inóculo utilizado (tabla 12). 
Tabla 12. Fotosíntesis neta (Fn), transpiración (T), conductancia estomática (Ce) 
y eficiencia del uso del agua (EUA) de plantas de pimiento no inoculadas o 
inoculadas con  Funneliformis mosseae o Rhizophagus intraradices, cultivadas en 
presencia de distintas concentraciones de cobre en el suelo.  
 
 
Cu 
(mM) 
Fn 
(µmol m-2 s-1) 
T 
(mmol m-2 s-1) 
Ce 
(mol m-2 s-1) 
EUA 
(µmol mol-1) 
 
 
NI 
 
0 
 
7,00a 
 
2,18a 
 
100,50a 
 
3,34a 
 2 6,32ab 1,95a 96,67a 3,36a 
 4 5,43bc 1,93a 89,33a 2,82b 
 8 4,98c 2,08a 105,66a 2,48b 
 
FM 
 
0 
 
7,67a 
 
2,8a 
 
135,67a 
 
2,91a 
 2 6,32b 2,35ab 102,50b 2,69a 
 4 6,10b 2,27bc 102,83b 2,71a 
 8 5,90b 1,85c 92,50b 2,69a 
 
RI 
 
0 
 
7,62a 
 
2,75a 
 
126,50a 
 
2,79a 
       2 7,20ab 2,92a 129,83a 2,51a 
 4 6,32b 2,18b 109,60a 2,92a 
 8 6,13b 2,25b 122,17a 2,74a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
El análisis multivariado mostró que para la fotosíntesis neta y la 
transpiración hubo diferencias significativas para la micorrización y el cobre, 
para la conductancia estomática, en cambio, las diferencias significativas fueron 
debidas sólo a la micorrización, sin diferencias en las interacciones. En la 
eficiencia en el uso del agua, las diferencias significativas se observaron para la 
micorrización, el cobre y las interacciones entre ambos (cuadro 40, 41, 42 y 43). 
 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 128 
 
Cuadro 40. Análisis de Varianza para fotosíntesis (Fn) - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 11,1964 2 5,59822 4,56 0,0137 
 B:cobre 38,4746 3 12,8249 10,45 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 2,51579 6 0,419298 0,34 0,9125 
RESIDUOS 88,3817 72 1,22752   
TOTAL (CORRERIDO) 140,568 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 41. Análisis de Varianza para transpiración (T) - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 3,3506 2 1,6753 7,74 0,0009 
 B:cobre 3,6716 3 1,22387 5,66 0,0015 
INTERACCIONES      
 AB 2,58125 6 0,430208 1,99 0,0784 
RESIDUOS 15,575 72 0,216319   
TOTAL (CORRERIDO) 25,1784 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 42. Análisis de Varianza para conductancia estomática (Ce) - Suma de 
Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 8868,51 2 4434,26 5,07 0,0087 
 B:cobre 4051,96 3 1350,65 1,54 0,2105 
INTERACCIONES      
 AB 5381,41 6 896,902 1,03 0,4160 
RESIDUOS 62986,7 72 874,815   
TOTAL (CORRERIDO) 81288,6 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 43. Análisis de Varianza para eficiencia en el uso del agua (EUA) - Suma de 
Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 1,21005 2 0,605026 3,50 0,0355 
 B:cobre 1,5326 3 0,510865 2,95 0,0382 
INTERACCIONES      
 AB 3,13649 6 0,522749 3,02 0,0108 
RESIDUOS 12,4539 72 0,17297   
TOTAL (CORRERIDO) 18,333 83    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
 En nuestro estudio, coincidimos con Göhre & Paszkowski (2006) quienes 
informaron que la elevada concentración de cobre redujo el crecimiento y la 
fotosíntesis neta, y el contenido de clorofila total y carotenos no fue afectado. 
Las plantas que crecieron en suelos contaminados mostraron una reducción 
significativa en la conductancia estomática y en la tasa fotosintética por 
incremento del metal, comparadas con las que crecieron en ausencia de cobre. 
La función fotosintética ha sido afectada directa o indirectamente por los 
metales pesados (Clijsters & Van Assche, 1985). El estrés por metales pesados 
induce un desorden nutricional en la planta y podría producir daños en las 
macromoléculas, resultando en una pérdida de la actividad fotosintética y en la 
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integridad de las membranas, pudiendo acelerar los procesos de senescencia. 
Por otro lado, la producción de radicales libres inducidos por el exceso de cobre 
también provoca daño en las membranas (Liu et al., 2004). La reducción en el 
crecimiento producida por MP se ha relacionado con el daño ultraestructural y 
los cambios fisiológicos debidos al estrés oxidativo (Lombardi & Sebastiani, 
2005). Los efectos directos de los MP sobre la fotosíntesis tienen que ver con 
daños en la maquinaria fotosintética; en los cloroplastos alteran la arquitectura 
de las membranas tilacoidales afectando las reacciones lumínicas especialmente 
asociadas al fotosistema II. El exceso de cobre tiene un efecto importante en la 
ultraestructura del cloroplasto, resultando en una degradación de los grana y 
las laminillas del estroma y un aumento en el número y tamaño de la 
plastoglobulina (Baszynski et al., 1988). Sandmann & Boger (1980) 
correlacionaron estos disturbios con procesos de peroxidación lipídica. 
En las plantas superiores, la fotosíntesis se ve reducida también en forma 
indirecta por la acumulación de MP en las hojas lo cual influye en el 
funcionamiento estomático. El cadmio disminuyó la fotosíntesis neta y la 
transpiración en Acer sacchanium L. (Lamoreaux & Chaney, 1978). Otros metales 
como Cd, Ni y Pb también causan cierre estomático en Helianthus annus L. 
(Bazzaz et al., 1974) y Zea mays L. También se observó que el Zn y el Cd 
disminuyeron la eficiencia en el uso del agua (Van Assche & Clijsters, 1980), de 
igual forma que ocurrió en este trabajo por efecto del cobre en las plantas no 
micorrizadas. 
 
 
6- Efecto de la micorrizacion sobre la partición del cobre 
en plantas de pimiento.  
 
Evaluación de la partición del cobre en plantas no inoculadas o inoculadas, 
determinación de índices de eficiencia.  
A bajas concentraciones (1mM), el cobre se acumuló principalmente en 
raíz, sin diferencias significativas entre las plantas no micorrizadas y 
micorrizadas; en el resto de las fracciones analizadas (tallo, hojas basales, hojas 
apicales y fruto) la acumulación de cobre alcanzó valores basales mínimos. Al 
aumentar la concentración del metal (2 mM) se modifica la respuesta de las 
plantas micorrizadas respecto de las no micorrizadas, en las primeras se 
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observó mayor acumulación no sólo en la raíz sino también en el resto de las 
fracciones, con diferencias significativas respecto de las no micorrizadas. En el 
caso de la raíz el aumento de la acumulación de las plantas micorrizadas 
respecto de las no micorrizadas fue de 352%, en el tallo 935%, en las hojas 
basales 1100%, en las hojas apicales 468% y en el fruto 211% (gráfico 28). En la 
mayor concentración de cobre ensayada (4 mM) se incrementó 
significativamente la acumulación respecto a la concentración anterior, tanto en 
las plantas micorrizadas como en las no micorrizadas y fue mayor en la raíz 
(figura 15). El contenido de cobre en la raíz de las plantas no inoculadas se 
incrementó aproximadamente 900% en 4 mM respecto de 2 mM, mientras que 
el de las plantas micorrizadas se incrementó 220%. En 2mM existe una marcada 
diferencia en el comportamiento de las plantas micorrizadas, donde se observó 
un aumento considerable de la absorción de cobre respecto de las no 
inoculadas. En 4 mM la absorción aumentó significativamente tanto en las no 
inoculadas como en las inoculadas (gráfico 28).   
 
Gráfico 28. Contenido de cobre en distintas fracciones de plantas de pimiento 
no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices, cultivadas en presencia 
de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media (p<0,05). 
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Para simplificar la explicación sobre la acumulación de cobre en la planta 
se agruparon los datos según dos fracciones: raíz y parte aérea, de esta forma es 
fácil de observar la mayor absorción por parte de las plantas micorrizadas en 2 
mM y mayor traslocación a la parte aérea. En 4 mM aumentó significativamente 
la absorción, más en las plantas no inoculadas que en las inoculadas, siendo 
importante la traslocación a la parte aérea (gráfico 29). 
 
 
 
Gráfico 29. Contenido de cobre en raíz y parte aérea de plantas de pimiento no 
inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices, cultivadas en presencia de 
distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
Con los valores de contenido de cobre por gramo de materia seca y el 
peso de los distintos órganos de la planta analizados (raíz, tallo, hojas basales, 
hojas apicales y fruto) se pudo determinar la distribución porcentual del cobre 
en los distintos órganos de las plantas no inoculadas e inoculadas (gráfico 30). 
En la concentración más baja de cobre (1mM) se observó mayor acumulación en 
la raíz que en la parte aérea. En 2 mM se produjo una traslocación a la parte 
aérea significativamente mayor en las plantas micorrizadas con R. intraradices 
adquiriendo importancia el tallo y las hojas basales. En 4 mM las plantas no 
micorrizadas traslocan al tallo, a las hojas basales, a las hojas apicales y al fruto; 
mientras que en las plantas micorrizadas sigue siendo mayor la participación 
del tallo y en menor proporción el resto de los órganos (gráfico 30). 
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Gráfico 30. Distribución porcentual de cobre en los distintos órganos de plantas 
de pimiento no inoculadas e inoculadas con Rhizophagus intraradices, cultivadas 
en presencia de distintas concentraciones de cobre.  
Cuando calculamos la dependencia por cobre (DCu) analizamos la 
relación de peso seco entre las plantas creciendo en suelo contaminado con 
cobre versus las plantas control, sin adición de cobre; observamos que esta 
relación en las plantas micorrizadas fue más afectada que en las plantas no 
micorrizadas, porque las plantas micorrizadas sin cobre tuvieron un 
crecimiento vigoroso comparadas con las no micorrizadas. La traslocación del 
cobre de la raíz a la parte aérea fue medida por el índice de eficiencia de 
traslocación (TE), las plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas  
exhibieron diferencias significativas en la absorción y traslocación del metal. 
Cuando TE presentó valores mayores a 1 indica que la traslocación fue 
efectivamente de la raíz a la parte aérea (Tabla 13). Los índices de eficiencia de 
absorción, de eficiencia de traslocación y de eficiencia de fitoextracción fueron 
mayores en las plantas micorrizadas creciendo en suelo con 2 mM de cobre; 
mientras que no hubo diferencias en 0, 1 y 4 mM (Tabla 13). 
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Tabla 13. Índice de eficiencia de absorción (UE), eficiencia de traslocación (TE), 
eficiencia de fitoextracción (PE) y dependencia por cobre (DCu) en plantas de 
pimiento no inoculadas o inoculadas con Rhizophagus intraradices.  
 UE 
 (µg g-1) 
TE PE 
 (µg g-1) 
DCu 
 (%) 
UE 
 (µg g-1) 
TE PE 
 (µg g-1) 
DCu 
 (%) 
Cu 
(mM) 
No inoculadas Rhizophagus intraradices  
 
0 
 
25,1c 
 
---- 
 
1,7c 
 
---- 
 
18,9d 
 
---- 
 
6,9c 
 
---- 
1 128,3b 0,18c 19,3b -3,5b 105,1c 0,14c 12,6c 25,9c 
2 163,3b 0,47b 52,3b 28,3a 828,6b 1,12b 438,1b 49,2b 
4 2426,4a 1,42a 1424,9a 17,8a 2428,8a 1,75a 1545,8a 70,7a 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 Es bien conocido que la asociación de las plantas con microorganismos 
del suelo, incluyendo hongos micorrícicos, modifica las respuestas al estrés 
inducido por metales pesados e incrementa la tolerancia en suelos 
contaminados (Göhre & Paszkowski, 2006).   Incluso algunos estudios 
concluyeron que la simbiosis es parcialmente responsable de la sobrevivencia 
de las plantas en esos ambientes extremos (Hildebrandt et al., 2007; Ruscitti et 
al., 2011). La absorción de metales por las plantas micorrizadas depende de 
muchos factores como las propiedades fisicoquímicas del suelo, las plantas 
hospedantes, el hongo involucrado y la concentración del metal en el suelo 
(Wang & Chao, 1992; Pawlowska & Charvat, 2004). Cuando los suelos 
contienen cantidades potencialmente tóxicas de MP, la presencia de micorrizas 
usualmente induce bajas concentraciones del metal en la parte aérea de la 
planta y en consecuencia un efecto benéfico en el crecimiento. En este trabajo 
encontramos diferencias significativas entre plantas de pimiento micorrizadas y 
no micorrizadas en respuesta al incremento de cobre en el suelo. Mientras que 
el incremento en la tolerancia a cobre en las plantas micorrizadas podría 
asociarse con una reducción de la transferencia del metal a los tallos en ciertos 
casos, las micorrizas aumentan el crecimiento vegetal y también la acumulación 
de  los metales en los órganos vegetales (Ruscitti et al., 2011). Algunos autores 
observaron una reducción en la acumulación de cobre en los tallos de plantas 
micorrizadas y una reducción más significativa bajo condiciones de elevada 
concentración del metal (Lin et al., 2007). En nuestro caso, la acumulación de 
cobre en raíces y tallos está relacionada con la cantidad del metal en el suelo, es 
decir, la respuesta fue diferente según la dosis empleada. En general, la 
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acumulación de MP es mayor en raíces que en tallos, en nuestro estudio, los 
resultados no coinciden con Lin et al. (2007) y Zhang et al. (2009), quienes 
muestran una reducción en la acumulación en raíces y tallos de las plantas 
micorrizadas. En este trabajo, más allá de las diferencias observadas en la 
traslocación del metal podemos concluir que el inóculo micorrícico y las plantas 
de pimiento exhibieron una relativa tolerancia al cobre a concentraciones 
consideradas dentro del rango de riesgo.  
 
 
 
 
7- Efecto del ácido salicílico exógeno sobre la toxicidad por 
cobre en plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas 
 
Evaluación de los tratamientos con acido salicílico sobre plantas de pimiento 
no inoculadas o inoculadas, para aumentar la tolerancia al cobre del suelo. 
El ácido salicílico (AS) es una hormona vegetal de naturaleza fenólica 
que regula diversos procesos del metabolismo de las plantas (Popova et al., 
1997). Según diversos estudios realizados con esta hormona, se encontró que 
juega un rol importante en la regulación del crecimiento vegetal, el desarrollo, 
la interacción con otros organismos y las respuestas al estrés ambiental (Yalpani 
et al., 1994; Senaratna et al., 2000). Además, su participación fue comprobada en 
la germinación de semillas, producción de frutos, floración en plantas 
Figura 15. Plantas de 
pimento cultivadas en 
presencia de distintas 
concentraciones de 
cobre en el suelo.  
 
0 mM 1 mM 2 mM 4 mM 
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termogénicas, absorción y transporte de iones, tasa fotosintética, conductancia 
estomática y transpiración (Klessig & Malamy, 1994; Khan et al., 2003). El AS es 
considerado una importante molécula en la señalización de procesos 
metabólicos, la cual está involucrada en la resistencia a enfermedades, en 
respuesta al ataque de varios patógenos, y a diversas situaciones de estrés 
abiótico. Actúa regulando la cascada oxidativa que conduce a una respuesta 
hipersensible y muerte celular programada y como señal para el desarrollo de 
la resistencia sistémica adquirida (Shirasu et al., 1997). El AS y otros salicilatos 
afectan actividades fisiológicas y bioquímicas de las plantas y juegan un rol 
importante en la regulación del crecimiento y productividad (Hayat et al., 2008). 
En este trabajo observamos que la conductividad relativa de las hojas 
alcanzó valores de 30% aproximadamente, y no fue modificada por la presencia 
de cobre ni de AS, lo que indica que no se produjo un daño en las membranas 
celulares de las hojas por acción del cobre. El ácido salicílico tampoco afectó la 
integridad de las membranas. La micorrización presentó diferencias, aunque no 
significativas, las plantas micorrizadas alcanzaron valores máximos de 
conductividad de 31% mientras que las no micorrizadas no superaron el 27%, al 
ser valores bajos no se puede considerar que haya un daño que afecte el 
funcionamiento de las membranas celulares de las hojas (gráfico 31). Las 
interacciones entre todos los factores no presentaron diferencias significativas 
(cuadro 44). 
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Gráfico 31. Conductividad relativa de hojas de plantas de pimiento no 
inoculadas (A) o inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en 
presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores 
promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y las 
letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre 
(p<0,05). 
 
Cuadro 44. Análisis de Varianza para CR de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 214,602 1 214,602 44,55 0,0000 
 B:cobre 22,1545 2 11,0773 2,30 0,1148 
 C:AS 29,9149 2 14,9574 3,11 0,0570 
INTERACCIONES      
 AB 9,40686 2 4,70343 0,98 0,3864 
 AC 10,586 2 5,29301 1,10 0,3442 
 BC 36,5987 4 9,14967 1,90 0,1318 
 ABC 16,8294 4 4,20735 0,87 0,4894 
RESIDUOS 173,413 36 4,81703   
TOTAL (CORRERIDO) 513,506 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
En cambio, las membranas celulares de las raíces presentaron un 
comportamiento diferente al aumentar la concentración de cobre en la solución 
(figura 16). Tanto en las plantas no micorrizadas como micorrizadas, la 
conductividad relativa aumentó al aumentar la concentración del metal. En las 
plantas no micorrizadas (gráfico 32 A), en los tratamientos de 0 µM de ácido 
salicílico se observó un incremento de 58% entre las concentraciones de 0 mM y 
1 mM de cobre; un incremento de 62% en los tratamientos de 200 µM de ácido 
salicílico y 73% para 500 µM de ácido salicílico (gráfico 32 A). No se observaron 
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diferencias significativas entre los tratamientos de ácido salicílico para una 
misma concentración de cobre.  
En las plantas micorrizadas, los incrementos fueron de 66%, 71% y 73% 
para las concentraciones de ácido salicílico de 0 µM, 200 µM y 500 µM 
respectivamente, comparando el testigo sin cobre y la mayor concentración del 
metal (gráfico 32 B). Se pudo observar que no existieron diferencias 
significativas entre las plantas sin inocular e inoculadas con F. mosseae, tampoco 
existieron interacciones entre todos los factores analizados (cuadro 45).   
 
 
 
Gráfico 32. Conductividad relativa de raíces de plantas de pimiento no 
inoculadas (A) o inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en 
presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores 
promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y las 
letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre 
(p<0,05). 
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Cuadro 45. Análisis de Varianza para CR de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 8,21128 1 8,21128 0,12 0,7301 
 B:cobre 11163,3 2 5581,67 82,14 0,0000 
 C:AS 79,3801 2 39,69 0,58 0,5626 
INTERACCIONES      
 AB 50,965 2 25,4825 0,37 0,6898 
 AC 55,0573 2 27,5286 0,41 0,6698 
 BC 366,983 4 91,7458 1,35 0,2694 
 ABC 66,7689 4 16,6922 0,25 0,9105 
RESIDUOS 2582,36 38 67,9569   
TOTAL (CORRERIDO) 14496,3 55    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El contenido de malonildialdehído determinado en raíz fue muy bajo y 
sin diferencias significativas entre tratamientos (datos no mostrados). El MDA 
de hoja presentó diferencias significativas con el incremento del cobre, y 
aumentó en el tratamiento de 500 µM de ácido salicílico, en las plantas no 
micorrizadas, y disminuyó significativamente en la concentración de 0,1 mM de 
cobre cuando se le agregó 200 µM de ácido salicílico, con más concentración de 
esta hormona el efecto se diluyó (gráfico 33 A). 
En las inoculadas los valores alcanzados fueron más bajos que las no 
micorrizadas, según el tratamiento. Las diferencias significativas, como en el 
caso analizado anteriormente se observaron con la mayor concentración de 
cobre y 500 µM de ácido salicílico (gráfico 33 B).  
Al realizar el análisis multivariado se observó que existen diferencias 
significativas con el agregado del cobre y también con las concentraciones 
diferentes de ácido salicílico, hay una interacción positiva entre estos dos 
factores, es decir, aumentó el contenido de MDA al aumentar el cobre y la 
concentración de AS (cuadro 46). 
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Gráfico 33. Malonildialdehido de hojas de plantas de pimiento no inoculadas 
(A) o inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en presencia de 
distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las 
barras verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas 
indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 46. Análisis de Varianza para MDA - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 14,9542 1 14,9542 2,31 0,1369 
 B:cobre 197,862 2 98,9308 15,31 0,0000 
 C:AS 118,602 2 59,3012 9,18 0,0006 
INTERACCIONES      
 AB 9,10227 2 4,55114 0,70 0,5010 
 AC 3,19026 2 1,59513 0,25 0,7825 
 BC 94,1519 4 23,538 3,64 0,0136 
 ABC 29,3129 4 7,32823 1,13 0,3559 
RESIDUOS 232,568 36 6,46021   
TOTAL (CORRERIDO) 699,743 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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El contenido de proteínas en hoja, en las plantas no inoculadas mostró 
valores uniformes con una significativa disminución en la concentración más 
elevada de cobre, y sin ácido salicílico (gráfico 34 A). En las plantas 
micorrizadas no se observaron diferencias significativas con el aumento del 
cobre ni con la concentración de ácido salicílico (gráfico 34 B). 
El análisis de varianza multivariado mostró diferencias significativas 
sólo por efecto del cobre y no se observaron interacciones entre los distintos 
factores (cuadro 47). 
 
 
 
Gráfico 34. Proteínas de hojas de plantas de pimiento no inoculadas (A) o 
inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
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Cuadro 47. Análisis de Varianza para proteínas de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 29,4979 1 29,4979 3,13 0,0855 
 B:cobre 175,312 2 87,656 9,29 0,0006 
 C:AS 5,98297 2 2,99149 0,32 0,7302 
INTERACCIONES      
 AB 39,5329 2 19,7665 2,10 0,1378 
 AC 36,6242 2 18,3121 1,94 0,1582 
 BC 34,3317 4 8,58292 0,91 0,4686 
 ABC 55,4414 4 13,8604 1,47 0,2318 
RESIDUOS 339,585 36 9,43291   
TOTAL (CORRERIDO) 716,308 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
El contenido de proteínas de la raíz fue menor que el de las hojas, fue 
afectado por el cobre y por la inoculación. En las plantas no inoculadas, en los 
tratamientos con cobre, el contenido de proteínas disminuyó significativamente, 
76% en 0,1 mM y 78% en 1 mM respecto al tratamiento sin cobre, 
independientemente de la concentración de ácido salicílico (gráfico 35 A). En las 
plantas inoculadas, los valores de proteínas fueron más elevados en los 
controles y en los tratamientos con cobre, la disminución entre el tratamiento 
sin cobre y 0,1 mM del metal fue de 59%, 44% y 52% para 0, 200 y 500 µM de AS 
y entre el tratamiento sin cobre y 1 mM la disminución fue de 88%, 88% y 71% 
para 0, 200 y 500 µM de AS respectivamente (gráfico 35 B). Al realizar el análisis 
multivariado se observaron diferencias significativas en la micorrización, el 
cobre y en la interacción de ambos, demostrando que el efecto tóxico del cobre 
en el contenido de proteínas de raíz fue atenuado por la micorrización y por el 
ácido salicílico (cuadro 48). 
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Gráfico 35. Proteínas de raíces de plantas de pimiento no inoculadas (A) o 
inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 48. Análisis de Varianza para proteínas de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 27,006 1 27,006 19,85 0,0001 
 B:cobre 240,535 2 120,267 88,38 0,0000 
 C:AS 1,3731 2 0,686548 0,50 0,6080 
INTERACCIONES      
 AB 13,5849 2 6,79246 4,99 0,0122 
 AC 3,7969 2 1,89845 1,40 0,2609 
 BC 6,68179 4 1,67045 1,23 0,3164 
 ABC 5,39366 4 1,34842 0,99 0,4249 
RESIDUOS 48,988 36 1,36078   
TOTAL (CORRERIDO) 347,359 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El contenido de prolina determinado en las hojas se incrementó 
significativamente al aumentar la concentración de cobre en el medio, este 
incremento se observó tanto en plantas micorrizadas como no micorrizadas. El 
AS disminuyó el contenido de prolina en 0 y 0,1 mM de cobre en las plantas 
inoculadas, no así en 1mM donde los tratamientos con 200 y 500 µM de AS 
alcanzaron los valores más altos de contenido de prolina, tanto en plantas 
micorrizadas como no micorrizadas (gráfico 36 A y B). En las plantas no 
micorrizadas, en 1mM de cobre el aumento del contenido de prolina en hoja fue 
de aproximadamente 100% al agregar 200 y 500 µM de AS, en cambio en las 
micorrizadas fue de 63% y 86% en 200 y 500 µM de AS respectivamente. El 
análisis multivariado mostró diferencias significativas con el agregado de cobre 
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y también en las interacciones micorrización : cobre, cobre : ácido salicílico y 
micorrización : cobre : ácido salicílico (cuadro 49). 
 
 
 
Gráfico 36. Prolina de hojas de plantas de pimiento no inoculadas (A) o 
inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
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Cuadro 49. Análisis de Varianza para prolina de hoja - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 362482, 1 362482, 2,74 0,1067 
 B:cobre 1,15655E8 2 5,78276E7 437,29 0,0000 
 C:AS 719227, 2 359613, 2,72 0,0798 
INTERACCIONES      
 AB 7,1201E6 2 3,56005E6 26,92 0,0000 
 AC 571871, 2 285935, 2,16 0,1302 
 BC 4,08589E7 4 1,02147E7 77,24 0,0000 
 ABC 1,76812E6 4 442029, 3,34 0,0203 
RESIDUOS 4,62846E6 35 132242,   
TOTAL (CORRERIDO) 1,73966E8 52    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El contenido de prolina de la raíz fue significativamente más bajo que el 
de la hoja, tanto en plantas micorrizadas como no micorrizadas. En las plantas 
no micorrizadas, en los tratamientos con 0 y 200 µM de ácido salicílico no se 
observaron diferencias significativas por efecto del cobre. Sólo con 500 µM de 
AS, el contenido de prolina en la raíz presentó diferencias significativas por 
acción del metal, observándose el valor más alto en 0,1 mM. En las plantas 
micorrizadas, los valores más bajos se observaron en el control sin cobre, sin 
diferencias significativas con el AS, igual que en las plantas no micorrizadas el 
mayor valor observado corresponde al tratamiento 0,1 mM de cobre y 500 µM 
de AS. En 1mM el AS disminuyó el contenido de prolina del tratamiento de 500 
µM de AS (gráfico 37). El análisis multivariado arrojó diferencias significativas 
para la micorrización, el cobre y las interacciones micorrización : cobre y cobre : 
ácido salicílico (cuadro 50).  
 
0 
200 
400 
600 
800 
1000 
0 mM Cu 0,1mM Cu 1 mM Cu 
p
ro
lin
a 
ra
íz
 (
u
m
o
l  
g-
1
P
F)
 
 
tratamientos 
A AS 0 uM AS 200 uM AS 500 uM 
a 
a c 
a 
a 
a 
a 
a 
b 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 145 
 
 
Gráfico 37. Prolina de raíces de plantas de pimiento no inoculadas (A) o 
inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre. Se presentan los valores promedio, las barras 
verticales muestran el error estándar de la media y las letras distintas indican 
diferencias significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 50. Análisis de Varianza para prolina de raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 185574, 1 185574, 39,77 0,0000 
 B:cobre 437491, 2 218745, 46,88 0,0000 
 C:AS 26779,6 2 13389,8 2,87 0,0698 
INTERACCIONES      
 AB 77467,9 2 38733,9 8,30 0,0011 
 AC 12865,9 2 6432,95 1,38 0,2649 
 BC 136695, 4 34173,8 7,32 0,0002 
 ABC 45461,0 4 11365,3 2,44 0,0649 
RESIDUOS 167992, 36 4666,44   
TOTAL (CORRERIDO) 1,09033E6 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
El contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides no 
presentó diferencias significativas con la aplicación de ácido salicílico ni con el 
cobre en las plantas no micorrizadas (tabla 14). En cambio en las plantas 
micorrizadas con Funneliformis mosseae se observaron diferencias significativas 
en todos estos parámetros determinados al aumentar la concentración de cobre 
en la solución (tabla 14). El análisis multivariado mostró diferencias 
significativas sólo con el agregado de cobre en el contenido de clorofila a, 
clorofila b, clorofila total y carotenoides, indicando una disminución de estos 
parámetros al aumentar la concentración del metal (cuadro 51, 52, 53 y 54). 
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Tabla 14. Clorofila a (Cl A), clorofila b (Cl B), clorofila total (Cl T) y carotenides 
(Cr) en plantas de pimiento no inoculadas o inoculadas con Funneliformis 
mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre en el 
suelo.  
  No inoculadas Funneliformis mosseae  
Cu 
(mM) 
AS 
(µM) 
Cl A 
(µg ml-1) 
Cl B 
(µg ml-1) 
Cl T 
(µg ml-1) 
Cr 
(µg ml-1) 
Cl A 
(µg ml-1) 
Cl B 
(µg ml-1) 
Cl T 
(µg ml-1) 
Cr 
(µg ml-1) 
 
 
0 
 
0 
 
6,54a 
 
1,72a 
 
8,26a 
 
1,51a 
 
7,57a 
 
2,08a 
 
9,65a 
 
1,58a 
 200 
500 
7,22a 
6,62a 
1,94a 
1,76a 
9,16a 
8,38a 
1,53a 
1,42a 
7,58a 
6,96a 
2,07a 
1,94a 
9,65a 
8,90a 
1,63a 
1,50a 
 
0,1 
 
0 
 
5,71a 
 
1,55a 
 
7,26a 
 
1,35a 
 
4,46b 
 
1,28b 
 
5,74b 
 
1,04b 
 200 6,45a 1,71a 8,17a 1,47a 3,84b 1,00b 4,84bc 0,87bc 
 500 5,24a 1,53a 6,77a 1,14a 4,96b 1,44b 6,40b 1,13b 
 
1 
 
0 
 
6,13a 
 
1,74a 
 
7,86a 
 
1,51a 
 
3,06c 
 
0,71c 
 
3,77c 
 
0,79c 
 200 4,83a 1,23a 6,07a 1,04a 4,91b 1,39b 6,29b 1,13b 
 500 5,50a 1,41a 6,91a 1,27a 3,65b 1,02bc 4,67bc 1,04b 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 51. Análisis de Varianza para clorofila A - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:COBRE 59,0681 2 29,534 10,39 0,0003 
 B:AS 0,960271 2 0,480136 0,17 0,8452 
 C:MICO 8,74592 1 8,74592 3,08 0,0879 
INTERACCIONES      
 AB 0,496523 4 0,124131 0,04 0,9962 
 AC 13,0326 2 6,51628 2,29 0,1155 
 BC 0,604377 2 0,302188 0,11 0,8994 
 ABC 11,5027 4 2,87567 1,01 0,4142 
RESIDUOS 102,306 36 2,84183   
TOTAL (CORRERIDO) 196,716 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 52. Análisis de Varianza para clorofila B - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:COBRE 4,35194 2 2,17597 7,77 0,0016 
 B:AS 0,0231523 2 0,0115761 0,04 0,9596 
 C:MICO 0,466116 1 0,466116 1,66 0,2053 
INTERACCIONES      
 AB 0,135516 4 0,033879 0,12 0,9741 
 AC 1,12256 2 0,56128 2,00 0,1496 
 BC 0,107302 2 0,0536512 0,19 0,8266 
 ABC 1,28319 4 0,320798 1,15 0,3511 
RESIDUOS 10,0861 36 0,280168   
TOTAL (CORRERIDO) 17,5758 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 147 
 
Cuadro 53. Análisis de Varianza para clorofila total - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:COBRE 95,3834 2 47,6917 9,79 0,0004 
 B:AS 1,2657 2 0,632849 0,13 0,8785 
 C:MICO 13,2531 1 13,2531 2,72 0,1077 
INTERACCIONES      
 AB 1,10718 4 0,276795 0,06 0,9937 
 AC 21,7992 2 10,8996 2,24 0,1213 
 BC 1,21927 2 0,609634 0,13 0,8827 
 ABC 20,2806 4 5,07014 1,04 0,3996 
RESIDUOS 175,308 36 4,86966   
TOTAL (CORRERIDO) 329,616 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Cuadro 54. Análisis de Varianza para carotenoides - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:COBRE 1,74455 2 0,872276 5,00 0,0121 
 B:AS 0,0209934 2 0,0104967 0,06 0,9417 
 C:MICO 0,394394 1 0,394394 2,26 0,1413 
INTERACCIONES      
 AB 0,0568949 4 0,0142237 0,08 0,9875 
 AC 0,437432 2 0,218716 1,25 0,2975 
 BC 0,161287 2 0,0806435 0,46 0,6334 
 ABC 0,604102 4 0,151025 0,87 0,4937 
RESIDUOS 6,2781 36 0,174392   
TOTAL (CORRERIDO) 9,69776 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
En las plantas no micorrizadas, la actividad de las enzimas peroxidasas 
se incrementó con el agregado de cobre a la solución, en 1 mM de cobre se 
observó una disminución de la actividad en los tratamientos con AS (gráfico 
38A). En las plantas micorrizadas la actividad enzimática fue significativamente 
mayor que en las plantas no micorrizadas ante el agregado de cobre, solo en el 
control sin cobre se observaron diferencias significativas en los tratamientos con 
AS (gráfico 38B). El análisis multivariado mostró diferencias significativas en la 
micorrización, el cobre, el ácido salicílico y las interacciones micorrización : 
cobre y cobre : ácido salicílico (cuadro 55). 
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Gráfico 38. Actividad de enzimas peroxidasas en hojas de plantas de pimiento 
no inoculadas (A) o inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en 
presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores 
promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y las 
letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre 
(p<0,05). 
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Cuadro 55. Análisis de Varianza para actividad de enzimas peroxidasas - Suma de Cuadrados 
Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,10644 1 0,10644 25,88 0,0000 
 B:cobre 0,436952 2 0,218476 53,11 0,0000 
 C:AS 0,0666237 2 0,0333119 8,10 0,0012 
INTERACCIONES      
 AB 0,0443732 2 0,0221866 5,39 0,0089 
 AC 0,00143737 2 0,000718684 0,17 0,8404 
 BC 0,0553101 4 0,0138275 3,36 0,0195 
 ABC 0,0370774 4 0,00926934 2,25 0,0825 
RESIDUOS 0,148081 36 0,00411336   
TOTAL (CORREGIDO) 0,896295 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
La actividad de la enzima catalasa presentó diferencias significativas en 
respuesta a la presencia de cobre en el sustrato, la actividad disminuyó 
significativamente ante el agregado del metal, en las plantas no micorrizadas. 
No se observaron diferencias significativas con el ácido salicílico (gráfico 39 A). 
En el caso de las plantas micorrizadas el comportamiento fue similar, aunque en 
las plantas sin cobre los valores fueron mayores de  igual forma que se observó 
al analizar la actividad de enzimas peroxidasas (gráfico 39 B). El análisis 
multivariado indicó la presencia de diferencias significativas para el cobre, la 
micorrización y la interacción de ambos factores (cuadro 56). 
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Gráfico 39. Actividad de la enzima catalasa en hojas de plantas de pimiento no 
inoculadas (A) o inoculadas con Funneliformis mosseae (B), cultivadas en 
presencia de distintas concentraciones de cobre. Se presentan los valores 
promedio, las barras verticales muestran el error estándar de la media y las 
letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones de cobre 
(p<0,05). 
Cuadro 56. Análisis de Varianza para actividad de enzima catalasa - Suma de Cuadrados Tipo 
III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 337,513 1 337,513 17,76 0,0002 
 B:cobre 2387,77 2 1193,88 62,83 0,0000 
 C:AS 65,6223 2 32,8112 1,73 0,1923 
INTERACCIONES      
 AB 642,884 2 321,442 16,92 0,0000 
 AC 18,7611 2 9,38057 0,49 0,6144 
 BC 74,0477 4 18,5119 0,97 0,4337 
 ABC 71,7102 4 17,9276 0,94 0,4501 
RESIDUOS 684,048 36 19,0013   
TOTAL (CORREGIDO) 4282,36 53    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
 
Está documentado que el AS aumenta el área foliar y la producción de 
materia seca en maíz y soja (Khan et al., 2003), el aumento de la germinación y 
el crecimiento de las plántulas fueron observados también en trigo (Shakirova, 
2007). Khodary (2004) observó un incremento significativo en el crecimiento, 
contenido de pigmentos y tasa fotosintética en plantas de maíz, asperjadas con 
AS; en nuestro ensayo la respuesta en el contenido de pigmentos no fue tan 
clara y se modificó en presencia de los hongos micorrícicos. Hussein et al. (2007) 
en un experimento con plantas de trigo, bajo condiciones de salinidad, 
observaron un aumento de la productividad. Sin embargo, las plantas que 
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recibieron tratamiento con AS tuvieron mayor contenido de prolina, en 
coincidencia con nuestro trabajo. En general, la aplicación exógena de AS 
aumenta la eficiencia del sistema antioxidante en las plantas (Knorzer et al., 
1999; Hayat et al., 2010). Además, el tratamiento con AS resultó en un aumento 
de la actividad catalasa y peroxidasa (Janda et al., 2003), jugando un rol 
importante en la Resistencia Sistémica Adquirida y la tolerancia al estrés 
oxidativo. En nuestro caso, la actividad catalasa fue afectada por la presencia de 
cobre pero no por el AS. Pero si se observó un aumento en la actividad 
peroxidasa en coincidencia con Hayat et al. (2008) en plantas de tomate. 
El rol del AS morigerando la toxicidad por MP está ampliamente 
documentado. La aplicación exógena de esta hormona disminuyó el efecto 
tóxico generado por el Cd en cebada (Metwally et al., 2003) y en maíz (Pal et al., 
2002). Mishra & Choudhuri (1999) también observaron este efecto protector 
ante un estrés producido por plomo y mercurio en arroz. Estos autores 
informan un deterioro de las membranas celulares de las hojas de arroz debido 
a un incremento de la actividad lipooxigenasa inducida por los MP y mitigada 
por la aspersión de AS en forma exógena. En nuestro trabajo el efecto del AS 
sobre el daño en las membranas celulares no fue significativo. Hamada (2001) 
concluyó que el pretratamiento de plántulas de trigo con ácido salicílico pudo 
aliviar el efecto inhibitorio del estrés por cobre y estimuló el crecimiento vía un 
aumento en la tasa fotosintética, aumentando la tolerancia a este metal. En este 
trabajo el efecto del AS no fue significativo, creemos que esta respuesta tiene 
que ver con el momento de aplicación del mismo, en la mayoría de los trabajos 
la aplicación se realiza en estadio de plántula, mientras que en nuestro caso las 
plantas habían superado dicho estadio y probablemente esa fue la causa de la 
falta de respuesta (figura 17). 
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Figura 16. Plantas de pimiento cultivadas en condiciones de hidroponia, en 
presencia de diferentes concentraciones de cobre (A); detalle de raíces de 
plantas de pimiento en ausencia de cobre, donde se observa la formación de 
nuevas raíces (B); detalle de raíces de pimiento en presencia de cobre, donde se 
observa necrosis y ausencia de nuevas raíces (C). 
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Figura 17. Plantas de pimiento no inoculadas: A, B y C o inoculadas con 
Funneliformis mosseae: D, E y F; con 0 µM de AS: A y D; con 200 µM de AS: B y E; 
con 500 µM de AS: C y F. En cada foto la planta de la izquierda creció con 0 mM 
de Cu; la del centro con 0,1 mM de Cu y la planta de la derecha con 1 mM de 
Cu. 
 
 
8- Amplificación de los genes cuya expresión ha sido 
modificada por la presencia de metales pesados.  
 
Evaluación de la expresión de genes y proteínas en plantas no inoculadas e 
inoculadas, en presencia de cobre. 
 Al analizar el patrón proteico y el densitograma de las hojas de plantas 
de pimiento crecidas con concentraciones crecientes de cobre, se observó en dos 
regiones, entre 94 y 67 kDa y debajo de 43 kDA, algunas bandas que van 
degradándose a medida que aumenta la concentración del metal (figura 18 y 
24). Según algunos autores (Hall, 2002; Lou et al., 2004) la presencia de elevadas 
concentraciones de MP induce la proteólisis de algunas proteínas para 
aumentar la expresión de otras que actuarían en mecanismos de defensa o 
tolerancia ante esta situación de estrés. Estos resultados coinciden con lo 
informado para maíz (Labra, et al., 2006) y para arroz (Ahsan et al., 2007), 
donde un incremento de la cantidad de Cr o Cu, respectivamente, mostró 
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variaciones del análisis proteico de las semillas. El análisis de SDS – PAGE es 
usado frecuentemente para visualizar, en forma preliminar, cambios en los 
patrones de polipéptidos de tejidos sometidos a concentraciones elevadas de 
MP. Aunque debería ser complementado con un análisis 2-DE para determinar 
con detalle la modificación del patrón proteico de las plantas sometidas a MP 
(Sobkowiak & Deckert, 2006). 
 
KDa         m     1     2     3    4            5     6     7    8 
 
  
 
 
 
 
94 
 
 
 
67 
 
 
43 
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NI 0 mM 
 
NI 1 mM 
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NI 4 mM 
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RI 1 mM 
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 Figura 18. Patrón proteico de hojas de plantas de pimiento no inoculadas (NI) o 
inoculadas con Rhizophagus intraradices (RI), cultivadas en presencia de distintas 
concentraciones de cobre, mediante SDS-PAGE, m: marcador de peso 
molecular, 1: NI 0 mM, 2: NI 1 mM, 3: NI 2 mM, 4: NI 4 mM, 5: RI 0 mM, 6: RI 1 
mM, 7: RI 2 mM  y 8: RI 4 mM (A). Densitograma donde los picos representan 
las bandas del marcador de peso molecular y las concentraciones de cobre 
ensayadas (B). 
    
Con el fin de amplificar los genes de las proteínas cuya expresión fue 
afectada por la presencia de metales pesados, se procedió a extraer ADN por 
medio de dos metodologías diferentes, en la figura 19 se muestran las 
cantidades de ADN genómico extraído con los dos protocolos descriptos 
oportunamente en materiales y métodos. Se observó que en la extracción de 
ADN con el Kit de extracción de ácidos nucleicos, se obtuvo más cantidad y 
A B 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 155 
 
calidad de ADN comparado con el protocolo CTAB modificado que además 
tuvo un menor rendimiento y el ADN aparece degradado. En función de estos 
resultados, se decidió utilizar el protocolo de extracción de ADN Wizard 
Genomic DNA Purification Kit Promega. 
 
  
Figura 19. ADN extraído con Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega 
(calle 2) y ADN extraído con Protocolo CTAB modificado (calle 3). En la calle 1 
se sembró el marcador de peso molecular λ-HindIII.  
 
Dado que con el Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega se 
obtuvo mejor calidad y cantidad de DNA, se utilizó este protocolo para 
obtenerlo a partir de las muestras de hojas congeladas de pimiento sometidas a 
distintas dosis de cobre. Se obtuvo un rendimiento aceptable de ADN y no se 
observó degradación (figura 20). 
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Figura 20. ADN extraído con Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega 
de muestras expuestas a 0 mM, 2 mM y 4 mM de cobre (calle 2, 3 y 4). En la 
calle 1 se sembró el marcador de peso molecular λ-HindIII.  
 
 El ADN obtenido se utilizó como molde para realizar la amplificación de 
tres genes: Glutatión reductasa, Glicerol 3 fosfato acyltransaferasa y 
Metalotioneína. La glutatión reductasa es una enzima que se expresa como 
resultado de la exposición de las plantas a un estrés abiótico como puede ser la 
adición de metales pesados.  La Metalotioneína es una proteína que se asocia a 
metales pesados, especialmente a Cu y que secuestra importantes cantidades 
del elemento, esta proteína tendría un rol regulatorio en la expresión de genes. 
La otra enzima incluida en el análisis es la glicerol 3 fosfato acyl transferasa, que 
tiene que ver con la síntesis de un azúcar que suele acumularse en condiciones 
de estrés abiótico. Con las secuencias de los genes disponibles en el banco de 
datos del NCBI y utilizando el software del NCBI se trabajó en el diseño de 
primers que amplifiquen fragmentos parciales de cada uno de los genes que 
codifican las enzimas seleccionadas. El largo de los fragmentos a amplificar 
considerando las secuencias analizadas fueron de 930 pb el fragmento de 
glicerol 3 fosfato acyltransaferasa, 429 pb el fragmento de la Metalotioneína y 
413 pb el fragmento de la glutatión reductasa. 
Por otro lado con el software Optimase Protocol Writer se diseñó en base a 
las secuencias de los primers, el largo del fragmento a amplificar y el buffer de 
reacción, las condiciones de amplificación que se presentan a continuación. 
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Glicerol 3 fosfato acyltransaferasa 
930 pb – PCR - Mezcla de Reacción 
Reactivo Concentración 
stock 
Concentración 
final 
Volumen a 
tomar 
H2O   9,8 µl 
Buffer 10X X 1,5 µl 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,9 µl 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,6 µl 
ADN 12 ng/µl  1 µl 
Primer f 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Primer r 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Taq polimerasa 5 U/µl 1U 0,2 µl 
   15 µl 
 
 
930 pb - PCR - ciclado 
Paso Ciclos Tiempo Temperatura 
1 1  2 minutos 94°C 
2  
30 
30 segundos 
30 segundos 
1 minuto  
94°C 
58°C 
72°C 
3 1 5 minutos 72°C 
 
Metalotioneína 
429 pb – PCR - Mezcla de Reacción 
Reactivo Concentración 
stock 
Concentración 
final 
Volumen a 
tomar 
H2O   9,8 µl 
Buffer 10X X 1,5 µl 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,9 µl 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,6 µl 
ADN 12 ng/µl  1 µl 
Primer f 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Primer r 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Taq polimerasa 5 U/µl 1U 0,2 µl 
   15 µl 
  
429 pb - PCR - ciclado 
Paso Ciclos Tiempo Temperatura 
1 1  2 minutos 94°C 
2  
30 
30 segundos 
30 segundos 
30 segundos 
94°C 
58°C 
72°C 
3 1 5 minutos 72°C 
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Glutatión reductasa 
413 pb – PCR - Mezcla de Reacción 
Reactivo Concentración 
stock 
Concentración 
final 
Volumen a 
tomar 
H2O   9,8 µl 
Buffer 10X X 1,5 µl 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,9 µl 
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,6 µl 
ADN 12 ng/µl  1 µl 
Primer f 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Primer r 100 ng/µl 0,3 µM 0,5 µl 
Taq polimerasa 5 U/µl 1U 0,2 µl 
   15 µl 
 
413 pb - PCR - ciclado 
Paso Ciclos Tiempo Temperatura 
1 1  2 minutos 94°C 
2  
30 
30 segundos 
30 segundos 
30 segundos 
94°C 
60°C 
72°C 
3 1 5 minutos 72°C 
 
En la figura 21 se puede ver que las reacciones de amplificación 
realizadas con los primers diseñados, bajo las condiciones ensayadas, sólo 
permitieron amplificar la secuencia parcial del gen de la Glicerol 3 fosfato 
acyltransaferasa (GL) que corresponde a un fragmento de 930 pb, que es el 
número de nucleótidos esperado considerando la ubicación de los primers en la 
secuencia descrita del gen (según el número de identificación de la secuencia en 
el NCBI). Los dos fragmentos más pequeños correspondientes a los otros genes 
no se obtuvieron aún cuando se realizaron nuevos diseños de los primers sobre 
la base de las secuencias conocidas. En futuros trabajos, se desarrollarán nuevas 
reacciones de amplificación de los genes descritos y luego de amplificar con 
éxito los mismos se procederá a evaluar la expresión de estos genes realizando 
reacciones de amplificación en qPCR de manera de evaluar los niveles de 
expresión de estos genes en relación a la presencia de cobre. 
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Figura 21. Amplificación de Glicerol 3 fosfato acyltransaferasa (GL), Glutation 
reductasa (GR) y Metalotioneína (M). El producto de reacción fue sembrado en 
el siguiente orden: GL (calles 1, 2 y 3), GR  (calles 4, 5 y 6) y M (calles 7, 8 y 9). 
M: marcador de peso molecular 100 – 1000 pb.  
 Posteriormente se procedió a realizar extracciones de ARN que se 
presentan en la figura 22, donde se observa el ARN extraído mediante el 
protocolo AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit, de muestras de hoja 
de Capsicum annuum crecidas con distintas concentraciones de cobre en el suelo.  
 
 
Figura 22. ARN extraído con AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit de 
muestras expuestas a 0 mM de cobre (calle 2 y 4) y a 4 mM de cobre (3 y 5). En 
la calle 1 se sembró el marcador de peso molecular λ-HindIII.  
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El ARN se trató con DNAasa y luego se sintetizó cDNA (figura 23), para 
proceder a realizar las amplificaciones de cada uno de los genes.  
 
 
Figura 23. cDNA obtenido a partir del ARN extraído de muestras expuestas a 0 
mM de cobre (calle 2y 4) y a 4 mM de cobre (3 y 5). En la calle 1 se sembró el 
marcador de peso molecular λ-HindIII.  
 Estos trabajos debido a problemas económicos y con el equipamiento se 
demoraron y es por eso que no se presentan los resultados en esta tesis, si bien 
se continúa con el trabajo. 
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9- Efecto del cobre sobre la germinación de semillas de 
plantas de pimiento expuestas a diferentes niveles de 
contaminación por cobre. 
 
Germinación de semillas obtenidas de plantas cultivadas con diferentes 
niveles de contaminación por cobre. 
El porcentaje de germinación no se modificó con la concentración de 
cobre en la solución, de la misma forma que se observó en los ensayos de 
germinación con solución de cobre en la caja de Petri (gráficos 1 y 3). Por otro 
A 
B 
Figura 24. Plantas 
de pimento 
cultivadas en 
presencia de 
distintas 
concentraciones de 
cobre usadas en los 
ensayos de 
biología molecular. 
A: plantas no 
inoculadas, B: 
plantas inoculadas 
con Rhizophagus 
intraradices. 
 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 162 
 
lado, la longitud de la raíz disminuyó al aumentar la concentración de cobre, 
con diferencias significativas a partir de 100 µM, en las provenientes de plantas 
no inoculadas y a partir de 200 µM en las provenientes de plantas inoculadas. 
Se observó que en las de plantas micorrizadas la raíz tuvo un crecimiento 
mayor en la concentración de 200 µM respecto a las de plantas no micorrizadas, 
evidenciando la mayor tolerancia de las plantas inoculadas con hongos 
micorrícicos (tabla 15, cuadro 57 y 58).  
Tabla 15. Porcentaje de germinación y longitud de la raíz de semillas y 
plántulas provenientes de plantas no inoculadas o inoculadas con  Funneliformis 
mosseae, cultivadas en presencia de distintas concentraciones de cobre en la 
solución nutritiva. 
 No inoculadas Funneliformis mosseae  
Cu (mM) germinación 
(%) 
long. raíz 
(cm) 
germinación 
(%) 
long. raíz 
(cm) 
 
0 
 
78a 
 
4,5a 
 
88a 
 
4,3a 
10 75a 4,1a 95a 4,1a 
50 75a 4,6a 86a 3,9a 
100 90a 3,2ab 78a 2,8ab 
200 85a 1,3b 80a 2,2ab 
1000 74a 0,9b 90a 0,9b 
Se presentan los valores promedio, las letras distintas indican diferencias 
significativas entre concentraciones de cobre (p<0,05). 
 
Cuadro 57.Análisis de Varianza para germinación - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0 1 0 0,00 1,0000 
 B:cobre 13,3333 5 2,66667 0,45 0,8070 
INTERACCIONES      
 AB 164,333 5 32,8667 5,58 0,2015 
RESIDUOS 141,333 24 5,88889   
TOTAL (CORREGIDO) 319,0 35    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
Cuadro 58.Análisis de Varianza para long. raíz - Suma de Cuadrados Tipo III 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
EFECTOS PRINCIPALES      
 A:mico 0,0136111 1 0,0136111 0,58 0,4554 
 B:cobre 66,8714 5 13,3743 565,71 0,0000 
INTERACCIONES      
 AB 2,78472 5 0,556944 23,56 0,0000 
RESIDUOS 0,5674 24 0,0236417   
TOTAL (CORREGIDO) 70,2371 35    
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual 
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Como se mencionó anteriormente, la sensibilidad de las plantas no está 
influenciada solamente  por el tipo y concentración del contaminante, sino que 
depende también del estado de desarrollo de la planta (Liu et al., 2005). La 
germinación y el crecimiento de las plántulas son algunos de los procesos 
fisiológicos de mayor sensibilidad en las plantas y es regulado por la 
interacción de varias hormonas y factores ambientales (Iglesias & Babiano, 
1996). Existen muchas investigaciones que indican que la germinación es un 
proceso altamente afectado por los metales pesados, sin embargo, no están muy 
documentados los mecanismos moleculares involucrados en la inhibición de la 
germinación de las semillas. El primer paso para comprender los procesos 
moleculares es la identificación de genes o proteínas que se expresan en 
respuesta al estrés abiótico, para producir plantas transgénicas con mayor 
tolerancia a MP (Di Donato et al., 2004). Estudios proteómicos revelaron que la 
toxicidad por cobre inhibe la germinación por la sub-regulación de la actividad 
de las enzimas α-amilasa o enolasa, afectando la absorción de agua y la 
movilización de las sustancias de reserva (Zhang et al., 2009). En este trabajo la 
germinación no se vio afectada por las dosis de cobre aplicadas a las plantas 
madres, de igual forma que ocurrió en los ensayos cuando las semillas se 
hicieron germinar con soluciones de cobre en distintas concentraciones. Si se 
observó la inhibición del crecimiento de la raíz, como también se había 
observado en el primer ensayo.   
Otras investigaciones aseguran que el Cu no es de elevada toxicidad para 
el proceso de germinación, pero si para el crecimiento de las plántulas y 
especialmente el crecimiento de la raíz (Kjar et al. 1998; Munzuroglu & Geckil, 
2002), coincidiendo con nuestros resultados. Según numerosas investigaciones, 
el cobre se acumula primariamente en los tejidos de la raíz con poca 
traslocación a los tallos; por este motivo el efecto principal de la toxicidad por 
cobre es sobre el crecimiento de la raíz con una reducción en el número y 
longitud de los pelos radicales y daño en las cutículas radicales (Sheldon & 
Menzies, 2005). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que el cobre se 
traslocó desde la raíz hacia la parte aérea llegando incluso a las semillas que al 
germinar evidenciaron una inhibición en el crecimiento de la raíz (figura 25). 
Esto confirma lo observado al analizar la partición del cobre en la planta, donde 
se encontró el metal en el fruto. 
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Figura 25. Semillas 
obtenidas  de plantas 
de pimiento 
cultivadas en 
presencia de 
distintas 
concentraciones de 
cobre en la solución 
nutritiva. A: no 
inoculadas, B: 
inoculadas con 
Funneliformis mosseae. 
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CAPITULO IV: 
Conclusiones 
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Conclusiones 
 
La contaminación de los suelos agrícolas por metales pesados es un 
proceso de degradación muy extendido, que afecta a numerosas áreas del 
planeta (Holmgren et al., 1993; Wong et al., 2002; Nicholson et al., 2003; Romic 
& Romic, 2003; Mapanda et al., 2005; Luo et al., 2009; Wei &Yang; 2010). En un 
mundo basado en un modelo productivo intensivo, los procesos de 
contaminación directa (depósito de residuos urbanos, deshechos de industrias, 
etc.) e indirecta (prácticas agrícolas inadecuadas) de los suelos seguirán 
produciéndose, y por tanto, afectando y perjudicando a los ecosistemas, tanto 
en la actualidad como en el futuro, ya que, los metales pesados son elementos 
persistentes en el suelo dado que no se biodegradan. La agricultura urbana 
puede generar riesgos para la salud humana y comprometer la seguridad 
alimentaria, a través del paso de los metales pesados y otros contaminantes a 
los alimentos por la absorción de los mismos del suelo, aire o agua 
contaminados (Olivares Rieumont et al., 2013). De lo expuesto se desprende la 
necesidad de profundizar los estudios en este tema, al respecto, de esta tesis se 
obtuvieron las siguientes conclusiones: 
La germinación de las semillas de pimiento (Capsicum annuum) no fue 
afectada por las concentraciones de cobre ensayadas, por esto se concluye que 
la germinación no es un proceso fisiológico afectado por concentraciones bajas a 
moderadas de cobre.  
El cobre inhibe el crecimiento de la raíz y en menor medida el de la parte 
aérea, debido a su toxicidad y no a un efecto osmótico, modificándose también 
la arquitectura de la raíz. La expresión de las proteínas en las raíces de las 
plantas de pimiento se alteró en presencia de cobre en el medio manifestada por 
el desarrollo de perfiles proteicos diferentes.  
El pimiento es una especie micotrófica, en ausencia o presencia de bajas 
concentraciones de cobre, presentó valores de micorrización de 50% y de 70% 
con Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices respectivamente. El proceso 
de micorrización de las plantas de pimiento con los diferentes hongos 
micorrícicos ensayados, tiene un umbral de tolerancia a la presencia de cobre 
que está vinculado con el efecto fungicida del elemento. Al aumentar la 
concentración del metal la micorrización disminuyó, en presencia de 500 µM de 
cobre la micorrización fue de 30% y 40% con Funneliformis mosseae y Rhizophagus 
intraradices respectivamente y en 1000 µM la micorrización fue nula con ambos 
inóculos, indicando que esta concentración es el límite de tolerancia para este 
La micorrización modifica la respuesta de las plantas de pimiento en presencia de cobre en el suelo 
Marcela Ruscitti – 2016 Página 167 
 
proceso en las condiciones ensayadas. El cobre afectó la viabilidad de las hifas 
de los hongos micorrícicos, por tanto en presencia de cobre la micorrización de 
las plantas de pimiento fue menor. 
 El estudio de los parámetros de crecimiento de plantas de pimiento 
analizados (altura, número de hojas, longitud de raíz, área foliar, peso seco 
aéreo, peso seco de raíz y peso seco total) confirma que el cobre reduce el 
crecimiento de las plantas y refleja el éxito de la inoculación con los hongos 
micorrícicos arbusculares, ya que las plantas inoculadas pudieron soportar 
concentraciones mayores que las no inoculadas, evidenciando que la 
inoculación aumenta el umbral de tolerancia al cobre.  
En plantas cultivadas en condiciones de hidroponía, el cobre afectó el 
crecimiento en moderadas y altas concentraciones. Las plantas cultivadas en 
presencia de cobre absorben menos agua y nutrientes, lo que además está 
acompañado de una reducción de la conductancia estomática y cierre de 
estomas. Esto confirma que las plantas cultivadas con Cu tienen alteraciones 
radiculares que modifican su potencial de absorción. El cobre afectó la 
transpiración de las plantas, que se reflejó en el cierre estomático y provocó un 
aumento de la temperatura, alterando la capacidad de disipar el calor por las 
hojas. Las plantas micorrizadas presentaron mayor conductancia estomática 
que las no inoculadas, por lo que se concluye que la micorrización actúa 
atenuando el efecto indirecto del cobre sobre el estado hídrico desfavorable, y al 
mantener los estomas abiertos, tuvo un menor efecto sobre el crecimiento y la 
producción de biomasa. El índice de verdor, disminuyó ante la presencia de 
concentraciones crecientes de cobre en el suelo, efecto que no fue modificado 
por la micorrización. El cobre alteró la funcionalidad de las membranas 
celulares de la raíz afectando las proteínas de membrana, ya que la 
peroxidación de lípidos fue baja pero la conductividad relativa fue alta y por 
otro lado los perfiles proteicos de plantas expuestas a cobre fueron diferentes. 
La planta traslocó el cobre a la parte aérea y esto afectó la peroxidación de 
lípidos de membranas en las células de las hojas. Todas estas alteraciones 
fisiológicas observadas en las plantas de pimiento sometidas a estrés por cobre, 
se reflejan también en la disminución del crecimiento, determinado por la 
disminución del área foliar y el peso seco. 
La presencia de cobre en el suelo provocó una caída en la fotosíntesis en 
relación directa con la concentración del elemento y la micorrizacion morigeró 
el efecto del metal. La eficiencia en el uso del agua disminuyó en presencia de 
altas concentraciones de cobre, efecto que es reducido por la micorrización. Esto 
concuerda con los valores de micorrización y viabilidad de las estructuras 
fúngicas, donde se pudo observar que si bien la presencia de cobre disminuyó 
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ambos parámetros, los hongos F. mosseae y R. intraradices tuvieron un mejor 
comportamiento que los hongos nativos, favoreciendo la respuesta de las 
plantas de pimiento. La respuesta de la micorrización en presencia de cobre 
difirió con las especies de hongo micorrícico utilizado y Rhizophagus intraradices 
mostró un mayor nivel de colonización comparado con Funneliformis mosseae.   
A bajas concentraciones, el cobre se acumuló principalmente en la raíz, 
sin diferencias entre las plantas no inoculadas e inoculadas. A moderadas 
concentraciones, la micorrización aumentó considerablemente la absorción y 
traslocación del cobre, las plantas micorrizadas con R. intraradices  traslocaron el 
cobre que se acumuló en los tallos y hojas basales. En la más alta concentración 
de cobre, la absorción aumentó en los dos tratamientos de inoculación (no 
inoculadas e inoculadas). La eficiencia de absorción, de traslocación y de 
fitoextracción es mayor en las plantas micorrizadas y esto además es función de 
la concentración de cobre en el medio.  Si bien, no determinamos el contenido 
de cobre en las semillas podemos inferir, a través de las pruebas de 
germinación, que el metal se traslocó a este órgano de propagación generando 
efectos adversos en el crecimiento de las plántulas obtenidas. 
La presencia de cobre en el medio de crecimiento de las plantas de 
pimiento modificó la expresión de proteínas de la hoja y la raíz, que 
presentaron perfiles de polipéptidos distintos con el aumento de la 
concentración del metal, que participarían en los mecanismos de toxicidad y 
tolerancia al cobre.   
En base a lo expuesto, existen evidencias que permiten aceptar las 
hipótesis planteadas, sosteniendo que en este trabajo, se demuestra que el cobre 
tiene un efecto perjudicial sobre las plantas de pimiento cultivadas en 
condiciones controladas, mediante el estudio de los procesos morfológicos y 
fisiológicos involucrados. Se concluye, además, que los hongos micorrícicos 
arbusculares son afectados por la presencia de cobre en el suelo y que mediante 
la simbiosis que establecen con la planta, tienen una participación activa en el 
aumento de la tolerancia de las mismas al estrés por cobre. 
 
Perspectivas futuras: 
La continuidad de esta línea de investigación permitirá profundizar el 
conocimiento de los efectos del cobre sobre las plantas cultivadas y sobre las 
interacciones bióticas presentes en el agroecosistema. 
Así, las futuras investigaciones deberían centrarse en: 
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- Estudiar el comportamiento de otros cultivos hortícolas, de hoja y de 
fruto, para poder corroborar las conclusiones extraídas en esta Tesis. 
Sería importante identificar cultivos indicadores de metales pesados y 
aquellos que acumulen los metales en órganos no consumibles, y obtener 
así conclusiones más robustas que puedan ser útiles tanto para el 
productor como para el consumidor. 
 
- Ampliar el análisis del potencial fitorremediador del pimiento, al 
aumentar las concentraciones de cobre ensayadas en esta Tesis, e incluir 
otras especies hortícolas como potenciales fitorremediadoras. 
 
- Profundizar el estudio de la expresión de los genes que estarían 
involucrados en la respuesta de las plantas de pimiento a las 
concentraciones elevadas de cobre en el suelo y el efecto de distintas 
interacciones bióticas en esta respuesta. 
 
- Identificar microorganismos nativos resistentes a fin de hacer más 
eficientes las interacciones que le permitan a las plantas tolerar esta 
situación de estrés. 
 
- Extrapolar estos estudios a situaciones de campo, ya que frecuentemente 
los resultados de laboratorio no responden a las condiciones que 
presentan los agroecosistemas, en los cuales se verifican numerosas 
variables biológicas que pueden modificar los diferentes procesos. 
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